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(54) Titre ; NOUVELLES MOLECULES MULTIMERIQUES, LEUR PROCEDE DE PREPARATION, ET LEUR UTILISATION 
POUR LA PREPARATION DE MEDICAMENTS 

(57) Abstract: The invention relates to a multimeric molecule which can imitate a natural multimeric proteinaceous ligand. The 
invention also relates to a multimeric molecule as defined above which is characterised in that it has the following general formula: 
A-X n , wherein: n is equal to 3, 4, 5 or 6; A denotes a chemical group which is functionalised by at least three amine functions or 
COOH functions; and X denotes a D, B-D or B(D)-D' group, in which B is a spacer and D and D' are peptides or pseudopeptides 
corresponding to a sequence which is derived from the ligand and selected from residual matter forming the interface with the receptor 
and which can interact with the receptor. 



^ (57) Abrege : La presente invention concerne une molecule multimerique capable de mimer un ligand multimerique pratique na- 
^ turel - La P^sente invention conceme egalement une molecule multimerique telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle 
repond a la formule generale suivante : A-X n dans laquelle: - n est egal a 3, 4 ,5, ou 6, -A est un groupe chimique, fonctionnalise 
Q parau moins trois fonctions amines ou fonctions COOH, - X represente un groupe D, B-D ou B(D)-D\ dans lequel: * B est un bras 
^ espaceur, * D et D' sont des peptides ou pseudopeptides correspondant a une sequence derivee du ligand, choisie parmi les residus 
^ formant Tinterface avec le recepteur, laquelle est susceptible d'interagir avec le r^cepteur. 
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NOUVELLES MOLECULES MULTIMERIQUES, LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION, ET LEUR UTILISATION POUR LA PREPARATION DE 
MEDICAMENTS 

L'invention a pour objet de nouveiles molecules multimeriques, leur procede de 
preparation, ainsi que leur utilisation pour la preparation de medicaments. 

L'invention a egalement pour objet des molecules capables d'activer ou d'inhiber 
la r6ponse immunitaire. 

L' importance du couple CD40/CD40L dans la reponse immunitaire a amene de 
nombreux groupes a utiliser des anticorps diriges contre ces deux molecules a des fins 
th6rapeutiques, de maniere a inhiber ou activer le systeme immunitaire. 
L'administration d'anticorps anti-CD40L a donne des resultats encourageants dans le 
traitement de maladies auto-immunes comme l'encephalomy61ite allergique 
exp6rimentale murine (un modele de la sclerose en plaques humaine)(Howard et al., 
1999) ou dans le traitement de rejet d'allogreffes renales chez les singes (Kirk et aL, 
1999). Dans ces deux cas, les anticorps ont inhibe une activit6 nefaste du systeme 
immunitaire. Inversement, l'utilisation d'anticorps anti-CD40 agonistes a permis d'une 
part, d'am61iorer fortement la reponse k des vaccins anti-tumoraux peptidiques chez la 
souris (Diehl et aL, 1999) et d'autre part, d'augmenter l'efficacite des cellules T CD4 + 
dans la lutte contre des tumeurs murines (Sotomayor et al., 1999 ; Lode et al., 2000). 
Line regression de tumeur dans des modeles murins a ete mise en evidence apres 
injection de cellules dendritiques (CDs) transformSes par un adenovirus codant le 
CD40L (Kikuchi et al., 2000). Enfin, une activation de^ cellules dendritiques par 
Tinteraction de leur molecule CD40 avec CD40L est capable de prot6ger des souris 
d'une infection par un parasite, Trypanosoma Cruzi (Chaussabel et al., 1999). Dans tous 
ces travaux, la valence particuliere de la molecule CD40L, qui s'associe sous forme de 
trimdre pour former avec le CD40 des complexes hexavalents, rend difficile la 
production d'anticorps fonctionnels capables d'interferer avec les fonctions du couple 
CD40/CD40L. Le developpement des adenovirus codant pour CD40L r6pond en partie 
a cet inconvenient. Cependant, leur utilisation n'est pas sans poser de problemes chez 
Thomme. Enfin, la valence particuliere du systeme rend difficile la decoiiverte de 
molecules de synthese capables d'interferer avec Tinteraction CD40/CD40L. 
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L'invention a pour but de fournir des ligands multimeriques con9us pour 
interferer dans des interactions proteine-proteine. 

La presente invention a egalement pour but la preparation de molecules pouvant 
interferer avec des interactions multivalentes proteines-proteines. 

La presente invention a egalement pour but la preparation de molecules pouvant 
moduler 1' activity des membres des families du TNF et du TNF-R. 

La presente invention a pour but de fournir une molecule de synthese agissant sur 
le systeme CD40/CD40L. 

La presente invention a Egalement pour but de fournir des molecules pouvant agir 
comme adjuvants ou immunosuppresseurs. 

La presente invention concerne une molecule multimerique capable de mimer, 
avec une activite agoniste ou antagoniste, un ligand multimerique proteique naturel. 

La presente invention concerne egalement une molecule multimerique capable de 
produire des effets differents de ceux produits par le ligand multimerique naturel 
appartenant a la famille du TNF, pouvant etre bendfiques dans une pathologic 

Par "molecule capable de mimer un ligand avec une activite agoniste' 1 , on designe 
une molecule capable de reproduire une partie ou la totalit6 des fonctions du ligand 
naturel. 

Par "molecule capable de mimer un ligand avec une activit6 antagoniste", on 
designe des molecules une molecule capable d'inhiber une partie ou la totalite des 
fonctions du ligand naturel. 

Par "ligand multimerique proteique naturel", on designe toute proteine active sur 
son recepteur sous forme multimerique, k savoir homo-dimerique, homo-trimerique, 
homo-tetramerique ou homo-oligomerique, par autoassembla^e non covalent. 

La pr6sente invention concerne une molecule multimerique telle que definie ci- 
dessus, capable de mimer un ligand de r6cepteur de la superfamille du TNF. 

La "superfamille du TNF" designe une famille de molecules ayant des 
caracteristiques structurales ou fonctionnelles proches de celles du TNF, ces molecules 
etant essentiellement impliquees dans la reponse inimunitaire. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, la molecule multimerique 
de l'invention est caracterisee en ce que le ligand est un ligand de la molecule CD40. 

La molecule CD40 est une molecule transmembranaire de 48 kDa qui appartient a 
la superfamille des "recepteurs au TNF n . Elle est exprimee de mani&re constitutive par 
les cellules presentatrices de Tantigene telles que les cellules dendritiques, les 
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monocytes et les lymphocytes B. Elle interagit de maniere trivalente avec CD40L 
(CD 154) exprime sur les cellules T activees, les leucocytes (monocytes/macrophages, 
cellules NK, basophiles, eosinophils), les plaquettes activees ainsi que sur des cellules 
non hematopotetiques (cellules musculaires lisses, cellules epitheliales, cellules 
endothelials). A la surface de ces differentes cellules, son expression est inductible et 
persistante contrairement k son expression sur les cellules T activees qui n'est que 
transitoire. L'interaction CD40/CD40L est centrale dans le developpement et le controle 
des reponses immunitaires humorales et celiulaires. 

La presente invention concerne une mol6cule multimerique telle que definie ci- 
dessus, caracterisee en ce qu'elle repond a la formule generate suivante : 

A-X n 

dans laquelle : 

- n est egal a 3, 4, 5 ou 6, 

- A est un groupe chimique, fonctionnalise par au moins trois fonctions amines 
ou fonctions COOH, 

- X represente un groupe -D, -B-D ou -B(D)-D\ dans lequel : 

* B est un bras espaceur, 

* -D et -D' sont des peptides ou pseudopeptides correspondant k une sequence 
d6rivee du ligand, choisie parmi les residus formant V interface avec le r^cepteur du 
ligand, laquelle est susceptible d'interagir avec le recepteur. 

Le groupe chimique A est un groupe chimique fonctionnalise de telle sorte qu'il 
permet la liaison avec le groupe X. A est egalement appele "molecule cceur". 

Par "molecule cceur", on designe un groupe chimique presentant un role central 
dans la presentation des n groupes X dans la molecule multimerique. 

Par "bras espaceur", on designe une chaine organique utilisee pour Eloigner le 
groupe D a la distance desiree de A. 

Par "peptides ou pseudopeptides", on designe un enchainement de residus 
d'acides amines naturels ou non naturels, relies entre eux par des liaisons amide. Un. 
pseudopeptide est obtenu par remplacement d'une ou plusieurs liaisons amide dans le 
peptide par une liaison chimique de nature differente. 

Par "sequence derivee du ligand, choisie parmi les residus formant Tinterface avec 
le recepteur du ligand", on definit une sequence peptidique appartenant a la sequence 
primaire du ligand et dont le nombre d'acides amines est compris entre 3 et 10, et dont 
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des 6tudes structurales (diffraction des rayons X, resonance magnetique nucteaire, 
modelisation moleculaire, mutagenese dirigee) ont montr6 qu'au moins un des acides 
amines la composant est en interaction non covalente (liaison hydrogene, interaction 
cation-pi, pont salin, interaction hydrophobe, van der Waals) avec un residu d'acide 
amine du recepteur. 

La presente invention concerne egalement une molecule multimerique, 
caracterisee en ce qu'elle repond a la formule generale suivante : 

A-X n 

dans laquelle : 

- n est 6gal a 3, 4, 5 ou 6, 

- A est un groupe chimique, fonctionnalisd par au moins trois fonctions amines 
ou fonctions COOH ou fonctions SH ou fonctions S-Npys (S-nitro-pyridinesulfenyle) 
ou fonctions S-Pys (S-pyridinesulfenyle), et est notamment different d'une proteine, 

- X represente un groupe -D, -B-D ou -B(D)-D\ dans lequel : 

* B est un bras espaceur, 

* -D et -D' representent des peptides ou pseudopeptides correspondant a une 
sequence deriv^e d'un ligand, choisie parmi les residus formant l'interface avec le 
recepteur du ligand, laquelle sequence est susceptible d'interagir avec le recepteur, ledit 
ligand 6tant choisi parmi les ligands de rdcepteurs de la superfamille du TNF, et 
notamment parmi les ligands suivants : EDA, CD40L, FasL, OX40L, AITRL, CD30L, 
VEGI, LIGHT, 4-1BBL, CD27L, LTa, TNF, LTp, TWEAK, APRIL, BLYS, RANKL 
et TRAIL. 

La presente invention concerne egalement une molecule multimerique, 
caracterisde en ce qu'elle repond a la formule generale suivante : 

A-X n 

dans laquelle : 

- n est 6gal a 3, 4, 5 ou 6, 

- A est un groupe chimique, fonctionnalise par au moins trois fonctions amines 
ou fonctions COOH, et est notamment different d'une proteine, 

- X represente un groupe -D, -B-D ou -B(D)-D\ dans lequel : 

* B est un bras espaceur, 

* -D et -D' representent des peptides ou pseudopeptides correspondant a une 
sequence derivee d'un ligand, choisie parmi les residus formant l'interface avec le 
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recepteur du ligand, laquelle sequence est susceptible d'interagir avec le recepteur, ledit 
ligand etant choisi parmi les ligands de recepteurs de la superfamille du TNF, et 
notamment parmi les ligands suivants : EDA, CD40L, FasL, OX40L, AITRL, CD30L 
VEGI, LIGHT, 4-1BBL, CD27L, LTa, TNF, LT0, TWEAK, APRIL, BLYS, RANKl' 
et TRAIL. 

L'expression "-D et -D' correspondant a une sequence derivee d'un ligand, 
laquelle sequence est susceptible d'interagir avec le recepteur" peut etre d6finie comme 
suit: les s6quences -D et -D' sont choisies sur la base de donnees structurales 
disponibles (diffraction des rayons X ou moderation moleculaire et mutagenese 
dirigee) pour leurs implication dans l'interaction avec le recepteur correspondant. Ainsi 
dans la proteine naturelle, tout ou partie des residus de ces sequences sont en interaction 
(liaison hydrogene, liaison hydrophobe, liaison H, liaison cation-Pi, ponts salin, 
interactions de van der Waals) avec une partie du ou des recepteurs correspondants.' 
Neanmoins les peptides isoles -D ou -D' peuvent avoir des affmites pour le recepteur 
trop faibles pour etre mesurees. Le gain d'affinite sera apporte par la multimerisation 
telle que decrite dans la presente invention. 

Les ligands de la superfamille du TNF sont choisis dans la liste fournie par 



Nom du ligand 


References 


EDA 


Launkkala J, Development (2002) May;129(10):2541-53 


CD40L 


J. Singh et al., Protein Science (1998), 7, 1 124-1 135 


FasL 


Starling et al., Biochemistry (1998), 37, 3723-3726 


OX40L 


Weinberg AD., Trends Immunol (2002) Feb;23(2): 102-9 (review) 


AITRL 


Kwon B et al., J Biol Chem (1999) Mar 5; 274(1 0):6056-61 


CD30L 


Opat S, Gaston JS. Autoimmunity (2000); 33(l):45-60 (review) 


VEGI(ouTLl) 


Migone TS et al., Immunity (2002) Mar; 16(3):479-92 


LIGHT 


Wang J et al., J Immunol (2001) Nov 1;167(9):5099-105 


4-1BBL 


Kwon B, Trends Immunol (2002) Aug;23(8):378-80 


CD27L 


Jacquot S., Immunol Res (2000); 21(l):23-30 


LTa (TNFB) 


Banner et al., Cell (1993), 73, 431-445 


TNF 


Eck et al., J. Biol. Chem. (1989), 264, 17595-17605 


Ltp 


Browning JL, Cell (1993) Mar 26; 72(6):847-56 


TWEAK 
. 


Chicheportiche Y et al., J Biol Chem (1997) Dec 19; 272(5 1):32401-10 
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iu uei ai., iv«t Immunol vzuuuj oep, hj j.zdz-o 


BLYS 


Liu Y et al., Ce// (2002) Feb 8; 108(3):383-94 


RANKL 


Ito S et al.,JBiol Chem (2002) Feb 22; 277(8):663 1-6 


TRAIL 


Mongkolsapaya J et al., Nat Struct Biol (1 999) Nov; 6(1 1 ): 1 048-53 



Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, la molecule de 
l'invention est caract&isee en ce que -D et -D' represented des peptides derives du 
ligand du recepteur CD40 humain ou murin (CD40L), lesdits peptides appartenant a la 
sequence primaire du ligand CD40L de CD40 et dont le nombre d'acides amines est 
compris entre 3 et 10. 

Une molecule multimerique avantageuse de Tinvention est une molecule 
multimerique caracteris^e en ce que A presente une sym&rie C3. 

On d^finit une molecule de symetrie C 3 de la maniere suivante : une molecule 
appartient au groupe C 3 si elle possede un axe d'ordre 3 (cf. definition dans "Physical 
Chemistry", PW Atkins, Oxford University Press, 1998, p430). 

La presente invention concerne une molecule multimerique telle que definie ci- 
dessus, caractdrisee en ce que : 

• soit A est un radical branche de symetrie C3 de formule generate suivante : 



-f CH ^r z — ( CHi )^ 



dans laquelle : 

* metm' sont des nombres entiers compris de 1 a 5, 

* V represente un groupe -NH- ou -CO- formant une liaison amide avec X, 

* Z represente un atome d'oxygene ou un groupe CH 2 , 

* Y represente soit un atome d'azote, soit un groupe R-C- soit un groupe 
R-CONH-C-, dans lesquels R peut etre un groupe alkyle avec 1 a 10 
atomes de carbone, un groupe alkenyle avec 1 a 10 atomes de carbone, 
un groupe alkynyle avec 1 a 10 atomes de carbone, un groupe aryle avec 
5 k 12 atomes de carbone, un groupe aralkyle avec 5 a 14 atomes de 
carbone ou un groupe heteroaryle avec 14 10 atomes de carbone, lesdits 
groupes pouvant etre non substitues ou substitues par 1 jusqu'a 6 
substituants choisis parmi les groupes -COOH, -NH2, -CONH 2 ou 
alkoxy, 
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VIb 



Vic 



VId 



dans lesquelles : 

* R a represente soit un groupe -NH- soit un groupe -CO- formant une 
liaison amide avec X, 

* R b represente la chaine laterale d'un acide amin£ proteinogenique, 

* p est un nombre entier compris de 1 k 4, 

* q est un nombre entier compris de 0 a 4, 

• soit A est un radical branche non symetrique r^pondant aux formules 
generates suivantes : 



dans lesquelles : 

* k represente 3, 4, 5 ou 6, 

* R 1 represente soit un atome d'hydrogene, soit un residu d'acide amine 
choisi parmi les acides amines proteinogeniques, soit un groupement 
RCO-, ROCO- ou RNHCO-, R etant tel que defini ci-dessus, 

* R 2 represente soit un groupe -NH 2 , soit un groupe -NHR, soit un residu 
d' acide amine choisi parmi les acides amines proteinogeniques, R etant 
tel que defini ci-dessus, 



HN 
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- B repond a l'une des formules generales suivantes : 

-R— Y— R 4 ou -R— J— R 4 

dans lesquelles : 

* Y represente une chaine alkyle C1-C10 ou un groupement alkynyle ou 
alkenyle ou aryle ou aralkyle ou hdteroaryle, 

* R 3 represente soit un groupe -NH- lorsque V ou Ra est un groupe -CO-, soit 
un groupe -CO- lorsque V ou R a est un groupe -NH-, 

* R 4 et R 5 repr^sentent independamment l'un de Tautre un groupe -CO- ou un 
groupe -NH-, 

- -D et -D' sont des peptides ou pseudopeptides correspondant a une sequence 
derivee du ligand qui est en interaction avec le recepteur. 

La presente invention concerne egalement une molecule telle que defiriie ci- 
dessus, caracterisee en ce que -D et -D' represented des residus derives du ligand du 
r6cepteur CD40 humain ou murin (CD40L), choisis parmi les suivants : 

Lys 143 -Gly-Tyr 145 , Tyr I45 -Gly-Lys 143 , 

Lys 143 -Gly-Tyr-Tyr 146 ,Tyr 146 -Tyr-Gly-Lys 143 , 

Lys-Pro-Arg, Lys-vj/(CH 2 NH)Pro-Arg, 

Arg 200 -Phe-Glu-Arg-Ile-Leu-Leu-Arg 207 , 

Arg 207 -Leu-Leu-Ile-Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 

Arg 200 -Phe-Glu-Arg-Ile 204 , Ile 204 -Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 

Arg 203 -Ile.Leu-Leu-Arg 207 ,Arg 207 -Leu-Leu-Ile-Arg 203 , 

Cys 218 -Gly-Gln-Gln-Ser-Ile 223 ,Ile 223 -Ser-Gln-Gln-Gly-Cys 218 , 

Gly^-Ser-Glu-Arg-Ile-Leu-Leu-Lys 207 , 

Lys 207 -Leu-Leu-Ile-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Gly^-Ser-Glu-Arg-Ile 204 , Ile 204 -Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Arg 203 -Ile-Leu-Leu-Lys 207 ) Lys 207 -Leu-Leu-Ile-Arg 203 , 

Cys 2,8 -Glu-Gln-Gln-Ser-Val 223 ,Val 223 -Ser-Gln-Gln-Glu-Cys 218 ) 

ou parmi des peptides hybrides constitues d'au moins deux acides amines 
consecutifs de deux des sequences deiinies ci-dessus, notamment les peptides de 
sequences Arg 203 -Ile 204 -Tyr ,45 -Tyr 146 ou Arg 203 -Ile 204 -Tyr ,46 -Tyr ,45 -Gly ,44 -Lys 143 , 

ou parmi des fragments des sequences susmentionnees, 
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les acides amines pouvant etre indifferemment de configuration L ou D. 
Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, la molecule 
telle que definie ci-dessus est caracteris^e en ce que A r£pond & Tune des formules 



suivantes : 



NH 



io 



J. 



,CO 



NH OC, 

\ 





dans lesquelles i represente un nombre entier supe>ieur ou egal a 1 . 
Une molecule avantageuse de la pr6sente invention est une molecule telle que 
definie ci-dessus, de formule suivante : H-Lys-Gly-Tyr-Tyr^ 



NH 



O N o 



H-Lys-Gly-TVr-Tyr/ T7» V> 




N-H 



in — — iy 

rf TX> 

NH 

H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— g 5 x 0 
Ic 




/ — 

H-Lys-Gly-Tyr-Tyr — N H 



WO 03/102207 ^ ^) PCT/FR03/01613 

13 

La presente invention conceme egalement une composition pharmaceutique 
caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de substance active une molecule 
multimerique telle que definie ci-dessus, en association avec un vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention concerne egalement une composition vaccinale, caracterisee 
en ce qu'elle comprend, a titre de substance active une molecule multimerique telle que 
definie ci-dessus, en association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation de molecules 
multimeriques telles que definies ci-dessus, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant l'inhibition ou Tactivation de la reponse 
immunitaire. 

La reponse immunitaire doit §tre inhib6e au cours des maladies inflammatoires 
(rhumatismes inflammatoires), des maladies auto-immunes, des reactions 
d'hypersensibilites en general et des allergies en particulier, des rejets de greffes, des 
reactions du greffon contre Thote. 

La reponse immunitaire doit etre activ6e dans les vaccinations en general, dans 
l'immunotherapie des cancers, dans les maladies bacteriennes ou virales induisant une 
immunosuppression (rougeole, SIDA, virus de Therpes, cytomegalovirus.. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation telle que mentionnee ci- 
dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
impliquant T inhibition de la reponse immunitaire, telles que les rejets de greffes ou les 
maladies auto-immunes. 

Les maladies impliquant l'inhibition de la reponse immunitaire comprennent les 
maladies auto-immunes telles que les diabetes, la sclerose en plaques, le lupus 
erythemateux dissemine ou l'arthrite rhumatoide, les rejets de greffes, notamment dans 
le cadre d'allogreffes, de xenogreffes ou les reactions du greffon contre Thote, ainsi que 
les reactions d'hypersensibilites telles que les allergies, notamment le rhume des foins et 
les dermatites atopiques, ou les granulomes. 

Les composes selon la presente invention, utilises dans le cadre de l'inhibition de 
la reponse immunitaire, peuvent etre administres par voie intraveineuse, par les voies 
muqueuses (orales, aeriennes, nasales, vaginales), par voie sous-cutanee, intradermique 
ou epicutan6e. 

La presente invention concerne egalement one composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un compose selon la presente invention, pour le 
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traitement de pathologies impliquant 1'inhibition de la reponse immunitaire, lequel 
compose est present dans la composition pharmaceutique en quantites telles qu'il peut 



La presente invention concerne egalement 1'utilisation telle que definie ci-dessus, 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant 
T augmentation de la reponse immunitaire, telles que les cancers ou les infections 
parasitaires, bacteriennes ou virales. 

Les cas impliquant 1' activation de la reponse immunitaire comprennent les 
vaccinations en general, notamment les vaccins centre la grippe ou contre les maladies 
infantiies, l'immunotherapie des cancers, notamment dans le cadre de melanomes ou de 
cancers a metastases, ou les maladies bacteriennes ou virales induisant une 
immunosuppression, notamment dans le cadre de la rougeole, du SIDA, du virus de 
1'herpes ou du cytomegalovirus. 

Les composes selon la presente invention, utilises dans le cadre de l'activation de 
la reponse immunitaire, peuvent etre administr6s par voie intraveineuse, par les voies 
muqueuses (orales, aeriennes, nasales, vaginales), par voie sous-cutanee, intradermique 
ou epicutanee. 

La presente invention concerne 6galement une composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un compose selon la presente invention, pour le 
traitement de pathologies impliquant l'activation de la r6ponse immunitaire, lequel 
composd est present dans la composition pharmaceutique en quantites telles qu'il peut 
etre administre a raison d'environ 100 ng a environ 5 mg par jour et par individu. 

La presente invention concerne egalement Futilisation telle que definie ci-dessus, 
pour la preparation d'un m6dicament destine au traitement, de maladies non liees au 
systeme immunitaire, telles que les lymphomes, l'atherosclerose ou les thromboses. 

La presente invention concerne un procede de preparation sur support solide 
d'une molecule multimerique telle que definie ci-dessus, dans laquelle A est un radical 
C 3 cyclique et repond k Tune des formules la, lb, II, VIb, Vic ou VId telles que definies 
ci-dessus, ledit proc6d£ 6tant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la formation d'un precurseur lineaire de A, lequel pr6curseur est constitue d'un 
enchainement d'acides amines formant une chaine peptidique en croissance, synthetisee 
.par des cycles successifs de couplage entre des residus d'acides amines N-proteges, 
dont trois portent un groupe R a de type amine, et la fonction amine de la chaine 



etre administre a raison d'environ 100 ng a environ 5 mg par jour et par individu. 
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peptidique en croissance, et de deprotection, le premier residu d' acide amine etant 
accroch6 sur un support solide, 

- la cyclisation du precurseur lin£aire de A protege susmentionne, 

- le clivage des susdits groupes protecteurs, pour liberer les susdites fonctions 
amines protegees, 

- le couplage des trois fonctions amines Iib6r6es avec un bras espaceur B 
N-protege, 

- la deprotection du bras espaceur B et le couplage des fonctions amines liberees 
du bras espaceur B, avec un peptide D deja form6 ou form6 in situ par Fassemblage 
sequentiel des r6sidus d'acides amines correspondant au peptide D, et 

- le clivage de la mol6cule du support solide, apres la suppression de tous les 
groupements protecteurs presents sur les chairies lat6rales fonctionnalis6es du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multimerique selon Tinvention. 

Les composes comprenant un groupe A cyclique prdsentant une sym&rie C3 et 
repondant aux formules general es la, lb, II, VIb, Vic ou VId sont obtenus par synthese. 
sur support solide selon le procede decrit ci-apres. Le groupe A est d'abord construit sur 
support solide par synthese de son prdcurseur lineaire et cyclisation. Ainsi, un premier 
r£sidu d'acide amine, dont la fonction acide est convenablement protegee (ester d'allyle 
par exemple), est accroch6 sur le support par une reaction d'amination reductrice, en 
utilisant une resine fonctionnalisee par un aldehyde (resines commerciales). Le 
precurseur lin6aire de A est ensuite assemblee par cycles successifs de couplage (de 
maniere classique en synthese de peptide) avec un acide amine N-protege (N-Fmoc- 
Xaa-OH par exemple, Xaa representant un acide amin6 ou un peptide en croissance 
quelconque) et de deprotection (piperidine 20% dans du QMF pour le clivage d'un 
groupe Fmoc). Les techniques de lavage et de filtration de la resine ainsi que de 
deprotection du groupement Fmoc sont celles couramment utilisees en synthase 
peptidique en phase solide. Les trois acides amines portant une chaine (cf. formules 
la, lb ou II) sont fonctionnalises sur leur chaine lat6rale par une fonction amine qui est 
protegee par un groupement protecteur orthogonal aux autres (TEOC ou methyltrityl par 
exemple). A la fin de Tassemblage, le dernier groupement N-protecteur est clive (en 
presence de piperidine 20% dans du DMF dans le cas d'un groupement Fmoc) et la 
protection de Tester C-terminal est clivee. Le precurseur lineaire est alors cyclise ,f tete a 
queue" ("head to tail") en presence d'un reactif de couplage (classique en synthese 
peptidique) et d'une base tertiaire comme la DIEA ou la collidine par exemple. La 
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reaction de cyclisation peut etre suivie par un test colorimetrique tel que le test de 
Kaiser (Kaiser et al., 1970), A la fin de la cyclisation, les groupements protecteurs des 
acides amines possedant une fonction amine protegee sont clives et le bras espaceur, 
convenablement protege (Fmoc-Ahx (acide 6-amino hexanoi*que)-COOH par exemple), 
est couple en presence d'un agent de couplage sur les trois fonctions amines libres. A 
Tissue de ce couplage, le groupement protecteur du bras espaceur est clive et le peptide 
D est assemble par des methodes classiques de synthese peptidique. A la fin de la 
synthese et une fois le dernier groupe protecteur enlev6, la molecule est clivee de la 
resine, par exemple par traitement k T acide trifluoroac6tique, lyophilisee apres 
precipitation a Tether et purifiee par HPLC preparative en phase inverse sur une 
colonne CI 8 par exemple. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation en solution 
d'une molecule multimerique telle que definie ci-dessus, dans laquelle A est un radical 
C3 cyclique et repond a Tune des formules la, lb, II, VIb, Vic ou VId telles que definies 
ci-dessus, ledit procede 6tant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la formation d'un precurseur lineaire de A, lequel precurseur est constitue d'un 
enchainement d'acides amines formant une chaine peptidique en croissance, synthetisee 
par des cycles successifs de couplage entre des residus d'acides amines N-proteges, 
dont trois portent un groupe R a de type amine, et la fonction amine de la chaine 
peptidique en croissance, et de d6protection, 

- la cyclisation du precurseur lineaire de A protege susmentionne, 

- le clivage des susdits groupes protecteurs, pour liberer les susdites fonctions 
amines protegees, 

- le couplage des trois fonctions amines liberees avec un peptide -D-B 
correspondant a un bras espaceur B lie a un peptide D proteg^, 

- la deprotection des groupements protecteurs presents sur le peptide D, afin 
d'obtenir la molecule multimerique selon T invention. 

La presente invention concerne un procede de preparation d'une molecule 
multimerique telle que definie ci-dessus, dans laquelle A est un radical C3 branche et 
repond a Tune des formules IV, V, VI ou Via telles que definies ci-dessus, ledit procede 
etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- le couplage des trois fonctions amines du radical A de formule IV, V, VI ou 
Via avec un bras espaceur B protege, 

- la deprotection du bras espaceur B, 
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- T assemblage du bras espaceur B deprotege avec des acides amines proteges 
entrant dans la constitution d'un peptide D, par des cycles successifs de couplage, de 
purification et de deprotection des acides amines susmentionnes, 

- la deprotection du dernier acide amine entrant dans la constitution du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multimerique selon Tinvention. 

Les composes de T invention comprenant un groupe A qui est un radical branch e 
de symetrie C3, et correspondant notamment aux formules IV, V, VI bu Via, peuvent 
etre synthases en phase solide ou en solution selon la procedure d&aillee ci-apres. 

Lorsque le radical A est fonctionnalise par des fonctions amines, le bras espaceur 
convenablement protege (Boc-Ahx-OH par exemple) est couple en presence d'un reactif 
de couplage selon les proc6des de synthese peptidique sur les trois fonctions amines de 
A. A Tissue de ce couplage dont la reaction peut etre suivie par chromatographic sur 
couche mince, le produit est isol6 et purifi6 sur colonne de silice selon les techniques 
classiques de synthase organique. Le groupement Boc est ensuite clive par Tacide 
trifluoroac6tique, et le peptide D est assemble en solution par etapes successives de 
couplage, purification et deprotection du groupement Boc. A la fin de la synthese, les 
groupements protecteurs sur les chaines laterales sont clives par hydrogenation 
catalytique ou bien par traitement a Tacide fluorhydrique HF. La molecule trimerique 
est ensuite purifiee par HPLC preparative en phase inverse sur une colonne CI 8 par 
exemple. 

Lorsque le radical A est fonctionnalis6 par des fonctions acides carboxyliques, le 
bras espaceur convenablement protege (hexamethylene diamine mono protegee par un 
groupement Boc par exemple) est couple en pr6sence d'un reactif de couplage selon les 
procedes de synthese peptidique sur les trois fonctions ac^de carboxylique de A. A 
Tissue de ce couplage dont la reaction peut etre suivie par chromatographic sur couche 
mince, le produit est isole et purifie sur colonne de silice selon les techniques classiques 
de synthese organique. Le groupement Boc est ensuite clive par Tacide 
trifluoroacetique, et le peptide D est assemble en solution par etapes successives de 
couplage, purification et d6protection du groupement Boc. A la fin de la synthese, les 
groupements protecteurs sur les chaines laterales sont clives par hydrogenation 
catalytique ou bien par traitement a Tacide fluorhydrique HF. La molecule trimerique 
est ensuite purifiee pair HPLC preparative en phase inverse sur une colonne CI 8 par 
exemple. 
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La presente invention conceme un proc6de de preparation sur support solide 
d'une molecule multimerique telle que definie ci-dessus, dans laquelle A est un radical 
branche non symetrique repondant a Tune des formules VII ou VIII telles que definies 
ci-dessus, ledit procede etant caracterise en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

- le greffage d'une lysine sur un support solide, chacune des deux fonctions 
amines de la lysine, respectivement en position a et e, etant protegee respectivement par 
des groupes protecteurs differents et orthogonaux, 

- l'allongement de la chaine peptidique formee a partir de la lysine, a la longueur 
desiree, par couplages et d6protections successifs 



* soit uniquement des fonctions amines en position a afin d'obtenir le 
radical A de formule VII, avec des fonctions amines protegees en 
position e, 

* soit uniquement des fonctions amines en position e afin d'obtenir le 
radical A de formule VIII, avec des fonctions amines protegees en 
position a, 



- le couplage des fonctions amines deprotegees en position 6 dans le radical A de 
formule VII ou en position a dans le radical A de formule VIII, avec un bras B protege, 

- l'assemblage du bras espaceur B deprotege avec un peptide D d€jk forme ou 
forme in situ par l'assemblage sequentiel des residus d'acides amines correspondant au 
peptide D, et 

- le clivage de la molecule ainsi obtenue du support solide, apr6s la suppression 
de tous les groupements protecteurs presents sur les chaines laterales fonctionnalisees 
du peptide D. 

Les composes de T invention comprenant un groupe A* qui est un radical branche 
non symetrique, peuvent etre synthetises en phase solide selon la procedure ddtaillee ci- 
apr6s. 

On utilise une rdsine Fmoc-Xaa-Wang (Xaa peut etre n'importe quel acide amin6 
ou peptide en croissance) ou une resine Fmoc-Rink- amide commerciale. Apres clivage 
du groupement Fmoc avec de la piperidine 25% dans du DMF (dimethylformamide)(2 
x 15 min), T acide amine, portant la chaine amine fonctionnalisee, convenablement 
protegee de maniere orthogonale notamment par un groupement Fmoc ou un 
groupement Mtt (methyltrityle) dans le cas d'une fonction amine (Fmoc-Lys(Mtt)-OH 
par exemple), est active avec un agent de couplage en presence d'une base tertiaire et 
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couple sut la resine. Le groupement Mtt ou Fmoc est clive selectivement par traitement 
avec une solution (6 ml) de 85% de dichloromethane (DCM), de 10% de 
triisopropylsilane (TIS), de 5% d'acide trifluoroacetique (TFA) (3 x 3 min)(cas du Mtt), 
ou de piperidine 25% dans du DMF (cas du Fmoc). La chaine est allongee a la longueur 
desiree (k etant un nombre entier compris entre 3 et 6) par couplages et deprotections 
successives en utilisant le meme acide amine (Fmoc-Lys(Mtt)-OH par exemple). Aprfes 
deprotection du dernier groupement Fmoc ou Mtt, le reste des groupements protecteurs 
(Mtt ou Fmoc) est clive et le bras espaceur convenablement protege (Fmoc-Ahx-COOH 
par exemple) est couple en presence d'un agent de couplage sur les fonctions amines 
libres. A Tissue de ce couplage, le groupement protecteur du bras espaceur est clive et 
le peptide D est assemble par des methodes classiques de synthase peptidique. A la fin 
de la synth&se et une fois le dernier groupe protecteur enleve, le peptide est clive de la 
resine (traitement a T acide trifluoroacetique par exemple), lyophilise apres precipitation 
a Tether et purifie par HPLC preparative en phase inverse sur une colonne CI 8 par 
exemple. 
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DESCRIPTION DES FIGURES 

La Figure 1A represente le modele moleculaire du complexe trivalent CD40- 
CD40L. 

La Figure IB represente des residus de CD40L situes a l'interface et essentiels a 
rinteraction avec CD40. Les residus portant une 6toile appartiennent a la deuxieme 
sous-unite CD40L formant l'interface. 

La Figure 2 represente la structure des ligands trimeriques de T invention. 

Les Figure 3A, 3B, 3C et 3D represented T expression de CD95 a la surface des 
cellules du lymphome de Burkitt BL41 lors de rinteraction CD40-CD40L, mesuree par 
cytometric de flux. Les surfaces grisees represented le controle isotypique et la courbe 
gris clair represente la fluorescence proportionnelle a la quantite d'anti-CD95 fixe sur 
les cellules. 

La Figure 3 A represente 1' expression de CD95 lorsque les cellules BL41 
susmentionnees (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 non transfectes. 

La Figure 3B represente Texpression de CD95 lorsque les cellules BL41 
susmentionnees (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 transfectes par 
CD40L. 

La Figure 3C represente Texpression de CD95 lorsque les cellules BL41 
susmentionnees (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 non transfectes, en 
presence d'anticorps anti-CD40L. 

La Figure 3D represente Texpression de CD95 Iprsque les cellules BL41 
susmentionnees (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 transfectes par 
CD40L, en presence d'anticorps anti-CD40L. 

La Figure 4A represente Tinhibition de V incorporation de thymidine tritiee des 
cellules du lymphome de Burkitt BL41 (4.10 5 cellules/ml) apres 24h de culture en 
presence de differentes concentrations de ligands (L4, L7, L7-1, L7-2 ou L7-3) ou de 
CD40L soluble (CD40Ls). Les colonnes noires correspondent a une concentration egale 
a 50 ; les colonnes avec des hachures horizontals correspondent a une 
concentration 6gale a 5 |iM ; les colonnes blanches correspondent a une concentration 
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egale a 0,5 |iM ; les colonnes grises correspondent a une concentration egale a 100 nM 
et les colonnes quadrillees correspondent a une concentration £gale a 50 nM. 

La thymidine trittee a ete ajoutee a une concentration de ljici/puits (0,8.10 s 
cellules/puits) pendant les 8 dernieres heures de la culture et 1' incorporation de 
thymidine trittee mesuree a l'aide d'un compteur (3 en scintillation gazeuse. 

La Figure 4B represente le pourcentage d'apoptose specifique des cellules du 
lymphome de Burkitt BL41 (4.10 5 cellules/ml) apres 24h de culture en presence de 
differentes concentrations des ligands L4 9 L4bis, L8, L7, L9 et LI 1. Les colonnes noires 
correspondent k une concentration egale a 50 jiM ; les colonnes blanches correspondent a 
une concentration egale a 25 \xM ; les colonnes avec des hachures horizontales 
correspondent a une concentration £gale a 12,5 fiM et les colonnes avec des hachures 
obliques correspondent a une concentration egale a 6 (iM. 

L'apoptose est mesuree en cytometric de flux apr£s marquage avec de Tannexine V 
FITC et de Tiodure de propidium. Les cellules marquees avec Tannexine V seule ou avec 
Tannexine V et Tiodure de propidium sont consider£es comme apoptotiques. Le 
pourcentage d'apoptose specifique est calcule par la formule suivante : 

[(% apoptose avec le ligand - % apoptose sans ligand)/(l 00 - % apoptose sans ligand)] x 1 00 

La Figure 5 A represente le pourcentage de souris MRL- //7r (Koopman et aL, 1998) 
vivantes a differents Sges apres injection intraveineuse de 100 (iL/souris de PBS 
contenant ou non 100|ig de ligand L4. Les injections ont eu lieu a Tage de 7, 9 et 11 
semaines. La courbe en trait plein correspond & une injection de PBS sans le ligand L4 
et la courbe en trait pointille correspond k une injection de PBS avec le ligand L4. 

La Figure 5B represente le pourcentage de souris MRL-f r presentant des anticorps 
anti-ADN (evalue par un test ELISA) dans leur serum a differents ages apres le meme 
traitement que dans la Figure 5A. Les colonnes blanches correspondent a une injection 
de PBS sans le ligand L4 et les colonnes noires correspondent a une injection de PBS 
avec le ligand L4. 

La Figure 5C represente le pourcentage de souris MRL- //7r presentant une 
proteinurie positive dans leurs urines a differents ages apres le meme traitement que 
dans la figure 5A. Les colonnes blanches correspondent a une injection de PBS sans le 
ligand L4 et les colonnes noires correspondent a une injection de PBS avec le ligand L4. 
* La totalite des souris traitees par le ligand L4 sont mortes. 
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PREPARATION DES COMPOSES LI, L2, L3 ET L4 : 



A) PREPARATION DU COMPOS^ LI 

Le compose LI repond a la formuie suivante : 



H-Lys- v|/ [CHjNKIPro-Arg. 




H-Lys-y [CHjNHJPro-Arg 



H-Lys- \\t [CHjNHJPro-Arg 



.OH 



Le compost LI est synthetis6 en phase solide sur une resine Wang-Ala-Fmoc 
commerciale sur une echelle de 200 |imol. Apres clivage du groupement Fmoc avec 25% 
de piperidine dans la DMF (dim^thyleformamide) (2x15 min), l'acide amine Fmoc- 
Lys(Mtt)-OH (3 Equivalents) active avec Bop (benzotriazol-l-yloxy- 



hydroxybenzotriazole)(3 equivalents) et DIEA (diisopropyl6thylamine)(9 equivalents) 
dans la DMF est coupte a la r6sine (2x15 min). Les techniques de lavage et de filtration 
de la resine ainsi que de d^protection du groupement Fmoc sont celles couramment 
utilisees en synthase peptidique en phase solide. Le groupement Mtt (4-m6thyltrityle) est 
cliv<£ avec une solution (6 ml) de 85% DCM (dichloromethane), 10% TIS 
(triisopropylsilane), 5% TFA (acide trifluoroac^tique) (3x3 min). Le deuxteme et le 
troisieme Fmoc-Lys(Mtt)-OH sont couples avec la meme strategic et les memes quantites 
de r^actifs ci-dessus. La quatrieme lysine est couplee sous forme de Fmoc-Lys(Fmoc)- 
OH. Apres deprotection du groupement Fmoc avec 25% piperidine dans la DMF (2x15 
min), les acides amines Fmoc-Arg(Pbf)-OH et Fmoc-Pro-OH (15 equivalents) actives 
avec Bop (15 equivalents), HOBt (15 equivalents) et DIEA (45 equivalents) dans la DMF 
sont couples pendant 15 minutes (chaque couplage est repute 2 fois). La liaison amide 
reduite entre la lysine et la proline est formee sur la resine en utilisant la reaction 
d'amination reductrice de l'aldehyde Boc-Lys(Boc)-CHO (2,5 equivalents) en presence 
de NaBH 3 CN (2,5 equivalents) dans de la DMF contenant 1% d'acide ac&ique (2 x lh). 
Le produit est clive de la resine avec une solution (5 ml) de 80% TFA, 10% DCM, 10% 
TIS pendant 2 heures. Apres precipitation dans de Tether froid, le produit brut est 
lyophilise dans un melange H20/ac6tonitrile/acide acetique (80/15/5). Le produit est 
controle par spectrometrie de masse (MALDI-MS (Matrix assisted laser desorption 



tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate)(3 equivalents), HOBt (1- 
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ionisation mass spectrometry)) et HPLC analytique et purifiee par HPLC prSparatif sur 
colonne C\g en utilisant un gradient d'ac6tonitrile dans l'eau. 



B) PREPARATION DU COMPOSE L2 

Le compose L2 repond a la formule suivante 




Le compose L2 est synthase comme LI jusqu'a la quatrteme lysine. Apres 
deprotection du groupement Fmoc avec 25% de piperidine dans la DMF (2x15 min), 
les groupes amines libres sont acetyles avec une solution d'anhydride acetique (1 ml) 
dans du DCM (2 ml) en prdsence de DIEA (1 ml) pendant 15 minutes. Le produit est 
cliv6 de la resine avec une solution (5 ml) de 80% TFA, 10% DCM, 10% TIS pendant 2 
heures. Apres precipitation dans de Pother froid, le produit brut est lyophilise dans un 
melange H 2 0/acetonitrile/acide acdtique (80/15/5). Le produit est controle par 
spectrometrie de masse (MALDI-MS) et HPLC analytique et purifiee par HPLC 
preparatif sur colonne Ci 8 en utilisant un gradient d'ac6tonitriie dans l'eau. 

C) PREPARATION DU COMPOSE L3 

Le compose L3 repond a la formule suivante : 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyrs, 



H-Lys-GIy-Tyr-Tyr. 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



H-Lys-G!y-Tyr-Tyr" 



Le compose L3 est synthetise comme LI jusqu'a la quatrieme lysine. Apres 
deprotection du groupement Fmoc avec 25 % piperidine dans la DMF (2x15 min), les 
acides amines Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH et Fmoc- 
Lys(Boc)-OH (15 equivalents) actives avec Bop (15 equivalents), HOBt (15 
equivalents) et DIEA (45 equivalents) dans la DMF sont couples pendant 15 minutes 
(chaque couplage est repete 2 fois). Le produit est clive de la resine avec une solution (5 
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ml) de 80% TFA, 10% DCM, 10% TIS pendant 2 heures. Apres precipitation dans de 
l'ether froid, le produit brut est lyophilise dans un melange H 2 0/acetonitrile/acide 
antique (80/15/5). Le produit est control par spectrom<5trie de masse (MALDI-MS) et 
HPLC analytique et purifiee par HPLC preparatif sur colonne Ci 8 en utilisant un 
gradient d'ac&onitrile dans Peau. 

D) PREPARATION DES COMPOSES L4 ET L4bis 

Le compost L4 repond k la formule suivante : 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



O 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



Le compose L4bis repond a la formule suivante : 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 




NH 2 



H-N 



N-H 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— N 




O 
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a) Boc-(D)AIa-OAH 

L'acide aminE Boc-D-Ala-OH (1,89 g, 10 mmol) est solubilise dans 70 ml d'ACN 
(acetonitrile) et la solution refroidie a 0°C. Apres avoir ajoutE 1,5 ml (1,2 Equivalents) 
de DBU (l,8-diazabicyclo[5,4,0]undecen-7-ene), une solution de bromure d'allyle (0,72 
ml, 1 equivalent), dans 10 ml d' acetonitrile, est ajoutee goutte a goutte pendant environ 
15 minutes. La reaction, suivie par chromatographie en couche mince (CCM) se deroule 
a temperature ambiante pendant 21 heures. Apres evaporation de 1' acetonitrile, le 
produit brut est dissous dans Tacetate d'ethyle et la solution organique est lavEe avec 
NaHC0 3 5%, H 2 0, KHSO4 IN et H 2 0. AprEs sEchage sur Na 2 S0 4 et evaporation de la 
phase organique, le produit est recupere sous forme d'huile avec un rendement de 73%. 
Le produit est caracterise par spectroscopic RMN et FT-IR, et utilise pour la reaction 
suivante sans purifications ulterieures. 

b) HClxH-(D)Ala-OAII 

L'acide amine Boc-D-Ala-OAll (1,67 g ; 7,3 mmol) est solubilise dans une 
solution de 5 ml de HC1 (4 M) dans du dioxane sous atmosphere d' argon pendant 30 
minutes. La reaction est suivie par CCM. Apres evaporation de la solution acide, le 
produit est obtenu solide sous vide avec un rendement de 90%. Le produit est 
caractErisE par spectroscopic RMN et FT-IR, et utilise pour la reaction suivante sans 
purifications ulterieures. 

c) Fmoc-Lys(Mtt)-OAIl , 

L'acide amine Fmoc-Lys(Mtt)-OH (625 mg, 1 mmol) est solubilise dans 5 ml de 
dichloromethane (DCM) en presence de HOBt (1 equivalent) et EDCxHCl (EDC : 1- 
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide methiodide)(l,l Equivalents). Apres 5 
minutes, Tallyle alcool (1 Equivalent) et la DMAP (4-dimethyl aminopyridine)(0,l 
equivalents) sont ajoutes. Apres 27 heures, 0,5 Equivalents de HOBt, EDCxHCl, allyle 
alcool et 0,1 equivalents de DMAP sont ajoutes. La reaction se deroule au total pendant 
44 heures. Apres Evaporation du dichloromEthane, le produit brut est dissous dans 
PacEtate d'ethyle et la solution organique est lavee avec NaHCCh 5%, H 2 0, KHSO4 IN 
et H2O. Apres sEchage sur Na 2 S04 et Evaporation de la phase organique, le produit est 
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rdcupere su forme d'huile avec un rendement de 94%. Le produit est caracterise par 
spectroscopic RMN et FT-IR, et utilise pour la reaction suivante sans purifications 
ulterieures. 

d) H-Lys(Mtt)-OAlI 

Fmoc-Lys(Mtt)-OAll (240 mg, 0,36 mmol) est solubilise dans 20% de DEA 
(diethyle amine) dans du DCM (10 ml). La reaction, suivie par CCM, se derouie 
pendant 5 heures apres avoir ajoute encore 3 ml de DEA. Apr&s evaporation de la 
solution, le produit brut est solubilise dans le diethyle ether et extrait avec une solution 
de KHS0 4 1 N. La solution acide est basifiee avec NaHC0 3 solide et le produit re- 
extrait avec de 1'acetate d'ethyle. La phase organique est lavee avec H2O, sechee sur 
N2SO4 et evaporee. Le produit est recupere sous forme d'huile avec un rendement 
quantitatif, et utilise pour la reaction suivante. 

2) Animation reductrice sur support solide 

La reaction d'amination reductrice est effectuee en phase solide sur une resine 2- 
(3,5-dimethoxy-4-formylphenoxy)ethyle polystyrene commerciale, sur une dchelle de 
62 ^imol. HClxH-D-Ala-OAll (10 equivalents) et NaBH 3 CN (10 equivalents) sont 
solubilisds dans la DMF et ajoutes a la resine. La reaction, suivie par 
spectrophotometrie FT-IR, se d6roule pendant 24 heures sous agitation. 

3) Preparation du dipeptide Iineaire, precurseur de L4 et L4bis 

1 

L* acide amine Fmoc-Lys(Mtt)-OH (5 equivalents) est solubilise dans 1 ml de 
dichloromethane en presence du collidine (14 equivalents) et active avec du triphosgene 
(1,65 equivalents) pendant 1 minute. La solution est ensuite ajoutee a la resine (62 
^imol) et la reaction de couplage se derouie pendant 30 minutes. La resine est lavee de 
maniere extensive au DCM, a la DMF et sechee a l'6ther. 

4) Preparation du tripeptide lin£aire precurseur de L4 et L4bis 

Le conjugue dipeptide-resine (62 (imol) est traite avec Pd(Ph 3 )4 (2 equivalents), 
solubilise dans 2 ml d'une solution de DCM:AcOH (acide acetique):NMM (N-methyle 
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morpholine) en rapport 1850:100:50 pendant 6 h sous argon. La reaction est suivie par 
spectrophotometrie FT-IR. Ensuite, a l'acide amine H-Lys(Mtt)-OAll (5,8 equivalents), 
solubilise dans 1,5 ml de DMF et 600 [il de DCM, sont ajout6s HATU [0-(7- 
a2abenzotria2ol-l-yl)-l,l,3,3-tetramethyluraniuni hexafluorophosphate] (4 equivalents) 
HOAt (7-azabenzotriazol) (4 equivalents), CuCl 2 (0,5 equivalents) et collidine (9 
equivalents). La solution est ajoutee a la resine (62 jimol) et la reaction de couplage se 
deroule pendant 2 heures. La resine est lavee de maniere extensive a la DMF, au DCM, 
au methanol, sechee a Tether et controlee par spectrophotometrie FT-IR. 

5) Preparation de I'hexapeptide cyclique L4 et L4bis 

Apres dSprotection du groupement Fmoc avec 25 % de piperidine dans la DMF 
(2x15 min), les acides amines Fmoc-D-Ala-OH, Fmoc-Lys(Mtt)-OH et Fmoc-D-Ala- 
OH (5 Equivalents) actives avec Bop (5 equivalents), HOBt (5 equivalents) et DIEA (15 
equivalents) dans la DMF sont couples pendant 1 heure (chaque couplage est r6pete 2 
fois). Le groupement allyle est clive avec Pd(Ph 3 ) 4 (2 equivalents), solubilise dans 2 ml 
d'une solution de DCM:AcOH:NMM en rapport 1850:100:50 pendant 6 h sous argon. 
Le groupement Fmoc est cliv6 avec une solution 25% de piperidine dans la DMF (2 x 
15 min). Le derive hexapeptide-resine lineaire avec les extremites N- et C-terminales 
libres est cyclise en presence de HOAt (4 equivalents), DIC (diisopropylcarbodiimide) 
(4,4 Equivalents) dans une solution de DMF/DCM 5:2 (2,1 ml) pendant 3 heures. Le 
groupement Mtt est cliv6 avec une solution (2 ml) de 85% DCM, 10% TIS, 5% TFA (3 
x 2 min). Les acides amines Fmoc-Ahx-OH (H-Ahx-OH : acide 6-amino hexanoique), 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH et f Fmoc-Lys(Boc)-OH (15 
equivalents) actives avec Bop (15 Equivalents), HOBt (15 equivalents) et DEEA (45 
equivalents) dans la DMF sont couples pendant 1 heure (chaque couplage est repet6 2 
fois). Le peptide cyclique est cliv6 de la resine avec une solution (3 ml) de 90% TFA, 
5% H2O, 5% TIS pendant 2 heures. Le clivage est rep6t6 une deuxieme fois dans les 
memes conditions pendant 3 heures. Apr6s precipitation dans de Tether froid, on obtient 
a la fois le produit L4 et le sous-produit L4bis qui sont ensuite lyophilises dans un 
melange H20/acetonitrile/acide acetique (80/15/5). Les produits sont controles par 
spectrometrie de masse (MALDI-MS) et HPLC analytique, purifies et s6pares par 
HPLC preparative sur colonne Cis en utilisant un gradient d'acetonitrile dans 1'eau. 
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E) PREPARATION DU COMPOS^ L7 

Le ligand L7 repond a la formule suivante : 





Monom&re 

a. 2g (1 eq.) de tris(hydroxymEthyl)aminomEthane 1 ont EtE dissous dans du THF 
sous agitation et 40% de KOH aqueux a EtE ajoutE, et ensuite 4,34 ml (4 eq.) 
d'acrylnitrile ont EtE ajoutes. Le melange rEactionnel a EtE maintenu a temperature 
ambiante sous agitation pendant 24 heures. Apres Evaporation d'une partie du THF, de 
l'eau a Ete ajoutee et ensuite extraite avec du dichlorometh^ne (DCM), sechee sur du 
sulfate de sodium. Apres que le solvant ait EtE supprimE par evaporation, le produit brut 
2 a ete obtenu. II a ete ensuite purifiE par chromatographic (EA/HEX/MeOH = 
3,5/3,5/1). Masse : 2,5g ; Rendement : 54%. 

b. 2 g (1 eq.) du compose 2 ont 6t6 dissous dans du THF sous agitation, et 
refroidis avec un bain de glace. 2,14 g (1,5 Eq.) de (Boc) 2 0 ont EtE dissous dans du THF 
dans un autre flacon, qui ont ensuite ete ajoutEs lentement dans le milieu rEactionnel, 
apres avoir ajoutE 2,3 ml (1,5 eq.) de DIEA au milieu rEactionnel. L'ensemble a ete 
conservE a tempErature ambiante et sous agitation pendant la nuit. AprEs Evaporation 
d'une partie du THF, on a ajoutE de PacEtate d'Ethyle et lavE sEquentiellement avec 



WO 03/102207 



m 



PCT/FR03/01613 



30 



KHS0 4 (1N) H 2 0, NaHC0 3 (st.) et NaCl (st.). Le produit 3 a ensuite ete purifie par 
chromatographie (DCM/EA = 10/1). Poids : 2,39g ; Rendement : 71%. 

c. Le compose 3 a ete dissous dans MeOH/CHCl 3 (55/1). On a ajoutS 10% de 
Pt02 et ensuite le flacon a ete balaye avec de l'hydrogSne et maintenu sous atmosphere 
d'hydrog&ne pendant la nuit. Apres filtration et evaporation du solvant, le compose 4 a 
ete obtenu et s€ch6 sous vide. 

d. Le compost 4 a ete dissous dans l'eau sous agitation. 6 6q. de NaHC0 3 ont ete 
ajoutes sous forme de poudre. 3,6 eq. de FmocOSu ont 6t6 dissous dans du THF et 
ajoutes au melange reactionnel. La reaction a dure 4 heures et ensuite le THF a ete 
evapore. Le melange restant a ete extrait avec du DCM, et ensuite la phase organique a 
ete lavee avec une solution 1 N de KHS0 4 . Aprds avoir ete sech£ sur du sulfate de 
sodium, le solvant a ete supprime par evaporation. Le compose final a et6 purifie par 
chromatographie (acetate d'&hyle/Hexane/acide antique = 3/7/0,5). 

e. Le compose 5 a ete dissous dans du TFA pur sous agitation pendant 30 
minutes, et ensuite le TFA a ete retire par evaporation pour donner le compost 6 
(monomere). Le rendement global des deux dernteres 6tapes est 73,3%. 

Les reactions sur resines ont 6t6 effectives dans une seringue sous agitation. 



Ac NHFmoc 



MeO 




R-l 



MeO 




NHFmoc 

NHFmoc 
NHFmoc 



MeO 



R-4 



MeO 



}Me NH 2 




R-2 




R-3 
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f. La r6sine amide de Rink R-l avec une charge de 0,62 mmol/g a ete gonflee 
dans du dimethylfonnamide (DMF). Le groupe Fmoc a et6 retire par 25% 
piperidine/DMF. La reaction a 6te effectuee deux fois et chaque fois pendant 20 
minutes. 

g. La resine R-2 a ete gonflee dans du DCM et 10 eq. d'acide succinique et 1 eq. 
de pyridine ont ete ajoutes. La reaction a 6t6 poursuivie jusqu'a ce que le test a la 
ninhydrine soit negatif. La resine a ete filtree et lavee avec du DCM et du DMF. 

h. La resine R-3 a 6t6 gonflee dans du DMF et ensuite 6 eq. de compose 6 
(monom£re 1), 5 eq. de BOP (benzotriazol-l-yloxy-tris(dim6thylamino)phosphonium 
hexafluorophosphate), 5 eq. de HoBt (1-hydroxybenzotriazole) et 15 eq. de DffiA 
(diisopropylethylamine) ont ete ajoutes sequentiellement. Six heures plus tard, la resine 
a ete filtree et lav6e avec du DMF, du DCM, de Tether et sechee sous vide pour donner 
R-4. La charge est de 0,24 mmol/g apres dosage UV quantitatif du groupement 
fluorenyle, et la conversion globale est 84%. 

i. Le groupe Fmoc a 6te retire par 25% piperidine/DMF pour donner R-5. La 
reaction a 6te effectuee deux fois et a chaque fois pendant 20 minutes. 

j. La resine R-5 a ete gonflee dans du DMF. 15 eq. d'acide Fmoc-6- 
aminocaproique, 15 6q. de BOP, 15 eq. de HoBt et 60 6q. de DIEA ont 6te ajoutes et 
couplds pendant 4h pour donner R-6. La reaction a ete verifiee par le test A la 
ninhydrine. 

k. Le groupe Fmoc a ete retire par 25% piperidine/DMF. 15 eq. de Fmoc-Xaa- 
OH, 15 eq. de BOP et 15 eq. de HoBt ont ete dissous dans du DMF, et ensuite la 
solution a ete ajoutee dans la resine, apres avoir ajoute 60 6q. de DIEA. Pour chaque 
acide amine, la reaction de couplage a ete effectuee deux fois et a chaque fois pendant 
30 minutes. Enfin, la resine R-7 a ete verifiee par le test k la ninhydrine. 

1. Le peptide synthetise a ete clive avec TFA/H 2 0 (95/5) pendant 30 minutes et 
ensuite la resine a ete filtree. La solution a et6 recuperSe et precipitee dans de Tdther 
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froid. Apres avoir retire Tether, le peptide final L7 a 6t6 s6che et purify par CLHP et 
analyse par spectrometrie de masse. 



Des analogues de L-7 ont ete synthetises en suivant le meme schema de synthese 
mais en changeant la sequence peptidique pour V interaction avec CD40 : 

II s'agit de la sequence ac&ylee : Ac-Lys-Gly-Tyr-Tyr- pour donner la 
construction L7-1 

Ac-Lys-Gly-Tyr-Tyr-HN 

Ac-Lys-Gly-Tyr-Tyr-HN 
Ac-Lys-Gly-Tyr-Tyr-HN 

et de la sequence inversee : H-Tyr-Tyr-Gly-Lys- pour donner la construction L7-2 

o 

o 



H-Tyr-Tyr-Gly-Lys-HN 

H-Tyr-Tyr-Gly-Lys-HN 
H-Tyr-Tyr-Gly-Lys-HN 





ou d'une modification du bras espaceur : remplacement de l'acide 

aminohexanoique par une glycine : L7-3 

O 

H-Lys-Gly-Ty r-Ty r-H N 

,NH 2 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr-HN.^ 

?\ H / P 

H-Lys-Gly-Tyr-Tyr-HN^A 



H 



L-7-3 



F) PREPARATION DU COMPOSE Lll 



Le ligand Lll repond a la formule suivante 



H-Lys-Gly-Tyr-Ty-NH 




OH 




a) acide Fmoc-6-aminocapro'fque, DIEA, DCM; b) 25% piperidine/DMF ; 

c) Fmoc-Xaa-OH BOP, HoBt, DIEA, DMF ; d) l,l,l,3,3,3-hexafluoro-2-propanol/ 

DCM (60/40) 
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1) Preparation du pentapeptide proteg6 : Boc-Lys(Boc)-Gly-Tyr(tBu> 
Tyr(tBu)-Ahx-OH 

Les reactions sur resine ont ete effectuees dans une seringue et sous agitation. 

1,5 g (1 eq.) de rSsine de 2-chlorotritylchlorure (Rl-A) (0,96 mmol/g) ont ete 
laves deux fois avec du DCM distille dans une seringue sous agitation. Un melange de 
1,02 g (2 eq.) d'acide Fmoc-6-aminocaproique et 1,5 ml (6 eq.) de DIEA dans du DCM 
a ete prepare et ajoute a la resine. Trois heures apres, la resine a 6t6 filtree et lavee avec 
du DCM. Elle a 6te de nouveau gonftee dans du methanol sous agitation pendant 1 
heure. Elle est ensuite filtree et lavee avec du DMF, IpOH (isopropanol), du DCM, de 
l'6ther. Elle est ensuite sech6e sous vide pour dormer R-2A. 

La r6sine R-2A a ete trait6e avec une solution de 25% piperidine/DMF pendant 20 
minutes et la rSsine a ensuite ete filtree pour donner R-3A et la solution a ete recuperee. 
La reaction a et6 effectuee deux fois. La charge de la r6sine 2 6tait 0,6 mmol/g par 
dosage UV quantitatif de la solution recuperee et la conversion de la reaction de 
couplage est 81%. 

Proc6de general pour le couplage des acides amines : 5 eq. de Fmoc-Xaa-OH, 5 
eq. de BOP et 5 eq. de HoBt ont ete dissous dans du DMF et ensuite le melange a ete 
ajoute k la resine qui a ete pregonflee dans du DMF. 15 eq. de DIEA ont 6te ajoutes 
dans le systeme r6actionnel. La reaction de couplage a 6te effectuee deux fois et a 
chaque fois pendant 30 minutes. La resine a ete testae par le test k la ninhydrine. 

Apr6s repetition de ces procedes de deprotection et de couplage en utilisant les 
acides amines n£cessaires k la synthese du peptide, la r6sine R-4A a 6t6 obtenue. 

La resine R-4A a 6te mise dans une seringue. Un melange de 1,1,1,3,3,3- 
hexafluoro-2-propanol et de DCM (60/40) a 6t6 ajoute a la resine. La seringue a ete 
maintenue sous agitation pendant 2 heures et ensuite la resine a ete filtree et la solution 
recuperee. Apres evaporation du solvant, le produit restant a ete precipite dans de Tether 
froid et ensuite purifi6 par CLHP pour donner 1-A. 
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2) Le peptide 1-A a ete traite avec du TFA en presence d'eau et de 
triisopropylsilane (95:5:5) pour donner Lll qui a ete precipite dans de Tether froid, 
centrifuge, lyophilise et purine par CLHP en phase inverse (RP-CLHP). 



G) PREPARATION DU COMPOSE L9 



1) Preparation de Z-beta-Lys(Boc)-OH (4B) et Z-beta-Lys(Boc)-OMe (5B) 




5-B 4 . B 



a) EtOCOCl, NMM, THF ; b) CH 2 N 2 /Et 2 0; c) CF 3 COOAg, NMM, THF/10% H 2 0 
d) iodomethane, K 2 C0 3 , ac&onitrile 

f 

a) On a dissous 40 mmol (1 eq.) de Z-Lys(Boc)OH dans 100 ml de THF sous 
agitation. On a ajoute 5,27 ml (1,2 eq.) de NMM, le melange reactionnel a ensuite ete 
refroidi a -20°C. On a dissous 4,59 ml (1,2 eq.) de chloroformate d'ethyle dans 30 ml de 
THF, et on a ensuite ajoute le tout goutte a goutte dans le systeme reactionnel. Le 
melange reactionnel contenant 2-B a ete maintenu au froid pendant 20 minutes de plus. 



b) Preparation du diazomethane : 

On a dissous 7,76 g de KOH dans un melange de 12,5 ml d'eau, 10 ml d'ether et 
35 ml de 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol sous agitation. On a chauffe a 75°C. 15,52 g de 
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diazald (N-methyl-N-nitroso-p-toluenesulfonamide ; Aldrich) ont et6 dissous dans 140 
ml d'ether et on a ajoute le tout goutte a goutte dans le melange reactionnel. Le 
diazomethane ainsi produit a ete condense a -75°C dans un bain de glace dans de 
l'acetone. La solution etheree de diazomethane ainsi produite a et6 ajoutee dans la 
solution reactionnelle de 2-B et, ensuite, le melange reactionnel a ete maintenu a 
temperature ambiante pendant la nuit. On a ajoute 1 ml d'ethylamine (EA) et ensuite 
une large quantite de NaHC0 3 (st.). Apres separation des phases organique et aqueuse, 
la phase organique a ete lavee avec NaHC0 3 deux fois et avec NaCl (st) une fois. Apres 
sechage sur du sulfate de sodium, le solvant a ete 6vapore et la diazocetone 3-B ainsi 
produite a ete sech6e sous vide. Masse : 15,4 g ; Rendement : 95%. 

c) Reaction de rearrangement : 

7 g (1 eq.) de la diazocetone 3-B ont 6te dissous dans un melange de 110 ml de 
THF et 18 ml d'eau sous agitation a 1'abri de la lumiere et Tensemble a ete refroidi a 
-20°C. 435 mg (0,11 eq.) de benzoate d'argent et 6,07 ml (2,5 eq.) de tri6thylamine ont 
ete ajoutes. Le melange reactionnel a ete maintenu a temperature ambiante pendant la 
nuit dans l'obscurite. Une partie du THF a ete evaporee, on a ajoute 20 ml d'6ther qui a 
ete extrait avec NaHC0 3 plusieurs fois. La phase aqueuse a ete combin6e et acidifiee a 
pH 3 avec de la poudre de KHSO4. La solution a ete extraite avec du DCM et sechee sur 
du sulfate de sodium. Apres evaporation du solvant, le produit final 4-B a ete seche sous 
vide. Masse : 5 g ; Rendement : 73 %. 

d) On a dissous 1,67 g (1 eq.) d'acide amin6 p 4-B tel qu'obtenu precedemment 
dans de 1'acetonitrile et on a refroidi 1'ensemble a 0°C avec un bain de glace. Au bout 
d'une heure, on a ajoute 1,32 ml (5 eq.) d'iodomdthane. Le melange reactionnel a ete 
maintenu a temperature ambiante pendant la nuit. L'acetonitrile a ete evapore et on a 
ajoute de 1'acetate d'ethyle, qui a ete lave s6quentiellement avec NaHC0 3 (st.), KHS0 4 
(IN) et NaCl (st.). La phase organique a ete sechee sur du sulfate de sodium et le 
solvant a ete supprime par evaporation pour donner 5-B. Masse : l,53g ; Rendement : 
88%. 
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2) Construction de la molecule coeur protegee : 
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Schema reactionnel : 

o ( o \ o 



5-B 




HN HN HN 

y=o >=0 )=0 

V V V 



HN HN HN 

)=o ^=0 )=0 

V V °x 



8-B 





HN HN HN 

>=o )=o )=0 

V V V 



10-B 



e) On a dissous 765 mg (1 eq.) de compost 5-B dans de l'ethanol sous agitation et 
on a ajoute 10% de Pd/C (en poids). Le flacon a 6t6 balaye avec de l'hydrogene trois 
fois et maintenu sous une atmosphere d'hydrogene pendant 2 heures. Apres filtration, le 
solvant a tt€ supprime par evaporation et le produit 6-B restant a ete sech6 sous vide. 
Masse : 400 mg ; Rendement : 98%. 
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f) On a dissous 657 mg (1 eq.) de compose 4-B dans 3 ml de DMF sous agitation 
et ensuite on a ajoute sequentiellement 40 mg (1,1 eq.) de compose 6-B, 738 mg (1 eq.) 
de BOP et 726 ul (2,5 eq.) de DffiA. Deux heures apres, le melange reactionnel a ete 
precipite dans NaHC0 3 (st). Apres filtration, le solide a 6te lave avec H 2 0, KHS0 4 , 
NaCl(st.) et ensuite seche sous vide. Masse : lg; Rendement : 84%. Ce compose a ete 
hydrogene dans MeOH pour donner 7-B dans un rendement quantitatif. 

g) On a dissous 1 equivalent de compost 4-B dans 3 ml de DMF sous agitation et 
ensuite on a ajoute sequentiellement 1,1 eq. de compos6 7-B, 1 eq. de BOP, 2,5 eq. de 
DEEA. Au bout de deux heures, le melange reactionnel a ete precipite dans NaHC0 3 (st). 
Apres filtration, le solide a ete lave avec H 2 0, KHS0 4 , NaCl(st.) et ensuite seche sous 
vide pour donner 8-B. 

h) On a dissous 100 mg de compose 8-B dans du methanol sous agitation et on a 
ajoute 10% de Pd/C (en poids). Le flacon a ete balaye avec de Thydrogene trois fois et 
maintenu sous une atmosphere d'hydrogene pendant 2 heures. Apres filtration, le 
solvant a ete retire par evaporation et le produit restant a ete seche sous vide pour 
donner 9-B. Masse :78 mg ; Rendement : 92%. 

i) On a dissous 78 mg (1 eq.) de compose 9-B dans du methanol et on a ensuite 
ajoutS 10 eq. de NaOH aqueuse 2N. La reaction a ete controlee par chromatographic sur 
couche mince CCM (solvants : acetate d'ethyle/pyridine/acide acetique/eau). A la fin de 
la reaction, le methanol a ete- 6vapor6 et on a ajoute de l'eau. ( Le melange a ete acidifi6 
avec de l'acide acdtique a pH 3 et un precipite s'est forme. Le solide a 6t6 recupere par 
filtration et s6ch6 sous vide pour donner 10-B. Masse : 50 mg ; Rendement : 65%. 

j) On a dissous 50 mg (1 eq.) de compose 10-B dans 3 ml de DMF et 42 ul (3,5 
eq.) de DIEA ont ete ajoutes. 36 mg (1,2 eq.) de BOP ont ete dissous dans 3 ml de DMF 
sous agitation. La solution preparee precedemment a ete ajoutee goutte a goutte. Le 
melange reactionnel a ete maintenu a temperature ambiante pendant 2 jours et ensuite 
precipite dans NaHC0 3 (st.). Le precipite a ete recupere et lave avec H 2 0/KHS0 4 et 
H 2 0, puis seche sous vide pour donner 11-B. Masse : 37 mg ; Rendement : 76%. 
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3) Deprotection de la molecule coeur et synthese de L-9 




a) 50 mg (1 eq.) de compose 11-B ont ete dissous dans du TFA sous agitation 
pendant 30 minutes et ensuite le TFA a ete retire par evaporation. Le produit a ete seche 
sous vide pour dormer 12-B (egalement nomme L10). 

b) Le compose 12-B a ete dissous dans du DMF sous agitation. 217 mg (3,3 eq.) 
du pentapeptide 1-A qui est synthetise en phase solide comme decrit ci-dessus, 100 mg 
(3,3 eq.) de BOP, 39,5 p.1 (10 eq.) de DIEA ont ete ajoutes dans le systeme reactionnel. 
La reaction a dure pendant 25 heures et ensuite le melange reactionnel a ete precipite 

I 
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dans une grande quantite de NaHC0 3 (aq.). Le precipite a ete nitre et lave avec 
H 2 0/KHS0 4 , H 2 Q et de 1'ethylamine (EA). Le solide a ete seche sous vide pour donner 
13-B. Masse : 153 mg ; Rendement : 69%. 

c) Le traitement de 13-B avec du TFA a donne le compose du titre dans un 
rendement quantitatif. Le compose L9 pur a ete obtenu par purification par RP-CLHP 
(chromatographic en phase inverse). 

H) PREPARATION DE L12 : 
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a) On a dissous 1 equivalent de compose 8-B dans du TFA sous agitation pendant 
30 minutes et ensuite le TFA a ete retire par evaporation. Le produit a et6 seche sous 
vide pour donner 1 -C. 

b) Le compose 1C a ete dissous dans du DMF sous agitation. 3,3 eq. du 
pentapeptide 1-A qui est synthetise en phase solide comme d6crit ci-dessus, 3,3 eq. de 
BOP et 10 eq. de DEEA ont et6 ajoutes dans le systeme reactionnel. La reaction a dure 
25 heures et ensuite le melange reactionnel a ete precipite dans une grande quantite de 
NaHC0 3 (aq.). Le pr6cipite a ete filtre et lave avec H 2 0/KHS0 4 , H 2 0 et de Tethylamine. 
Le solide a 6te seche sous vide pour donner 2-C. Masse : 153 mg ; Rendement : 69%. 

c) Le traitement de 2-C avec du TFA a donne le compost L-12 dans un 
rendement quantitatif. Le compose L-12 pur a ete obtenu par purification par 
chromatographie RP-HPLC. 
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TESTS BIOLOGIQUES : 
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Ces tests s'effectuent en 3 phases. On choisit d'abord les ligands les plus 
interessants par des tests simples, puis leurs effets physiologiques sont testes dans des 
modeles d'activations cellulaires in vitro. Enfin, les ligands les plus interessants sont 
testes dans des modeles murins in vivo. 

I - SELECTION DES LIGANDS : 

Une fois l'integrite structural de ces ligands analysee, leur liaison est testee sur 
des molecules CD40 solubles ou membranaires. Pour cela, on mesure l'inhibition de la 
liaison du CD40L soluble sur la molecule CD40 adsorbee a du plastique ou presentee 
par des cellules B normales ou transformees (lymphome de Burkitt). Cette etape est 
evaluee a l'aide d'un test ELISA et d'un marquage en cytometrie de flux permettant de 
visualiser la liaison CD40/CD40L. 

Ensuite, 1'affinite de ces ligands pour la molecule CD40 est evaluee a l'aide d'un 
biocapteur (BIAcore™). L'effet agoniste ou antagoniste des ligands a ete teste grace k 
deux tests biologiques simples. Dans le premier, on etudie l'expression de la molecule 
membranaire CD95 par des cellules B transformees (lymphomes de Burkitt) apres 
activation par Interaction CD40-CD40L (Schattner et al., 1996). Dans un tel modele, 
le partenaire CD40L est exprime sur des fibroblastes transfectes (3T6-CD40L)(Buelens 
et al., 1997). Les cellules du lymphome de Burkitt BL41 sont incubees avec des 
fibroblastes 3T6 non transferees (Figures 3A et 3C) ou avec des fibroblastes 3T6 
transfectes par CD40L (Figures 3B et 3D). Apres 48h, l'expression de CD95 est evalu6e 
par cytometrie de flux. L'expression de CD95 est induite en presence de CD40L (Figure 
3B). Un anticorps anti-CD40L commercial inhibe les consequences de 1'interaction 
CD40-CD40L (Figure 3D). 

Le second test est base sur la propriete de certains lymphomes B de cesser de 
proliferer et d'entrer en apoptose lors du pontage de leur molecule CD40 membranaire 
(Tong et al., 1999). Dans ce test, on incube les cellules BL41 avec des ligands de CD40 et 
on mesure apres 24h soit rinhibition de proliferation de ces cellules, en etudiant 
1'incorporation de thymidine tritiee, soit le pourcentage de cellules apoptotiques par une 
etude en cytometrie de flux (Figures 4A et 4B). 
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L'effet agoniste des ligands est evalue par la mesure apres incubation des cellules B 
avec les ligands soit de l'expression de CD95 en cytometric de flux soit de l'inhibition de 
la proliferation et/ou de 1' augmentation de la mort par apoptose. 

L'effet antagoniste est evalue par la mesure de la diminution de l'expression de 
CD95 induite par le CD40L en presence des differents ligands chimiques (voir Tableau 
I). Grace a ces tests, on selectionne les ligands les plus interessants pour evaluer leur 
activite in vivo et in vitro dans des modeles plus complexes. 

A) PRINCIPE DES TESTS BIOLOGIQUES 
1- Expression de CD95 induite par CD40L 

Les cellules de lymphomes B expriment la molecule CD95 torsqu'elles recoivent 
un signal par l'intermediaire de la molecule CD40, qu'elles expriment de maniere 
constitutive. Ce signal est generalement apporte par la molecule CD40L (CD154) 
exprimee par une autre cellule: Les ligands antagonistes inhibent la liaison de CD40 sur 
CD40L et bloquent done l'expression de CD95. Les ligands agonistes raiment la 
molecule CD40L et induisent l'expression de CD95 meme en absence de la cellule 
exprimant CD40L. 

Mode operatoire 

Les cellules du lymphome de Burkitt BL41 (5.10 5 /ml) sont cultivees en presence 
de fibroblastes 3T6 (10 5 /ml) transfectes (3T6-CD40L) ou non avec CD40L (3T6), et 
traitees a la mitomycine pour arreter leur proliferation. Les ligands sont ajoutes au debut 
de la culture a la concentration desiree. Apres 48h de culture, l'expression de la 
molecule CD95 est mesuree en cytometric de flux. Les cellules BL41 sont distinguees 
des fibroblastes en utilisant un anticorps anti-CD19 (marqueur specifique des cellules 
B). 

Resultats 

Les cellules BL41 cultivees en presence des cellules 3T6 n' expriment pas la 
molecule CD95 (Figure 3A). Par contre, l'expression de CD95 est induite a la surface 
des cellules BL41 en presence de cellules 3T6-CD40L (Figure 3B). Un anticorps anti- 
CD40L commercial, qui bloque l'interaction CD40/CD40L, inhibe complement 
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1' expression de CD95 induite sur les cellules BL41 en presence des cellules 3T6- 
CD40L (Figure 3D). 

L'expression de CD95 est inhibee par le ligand LI a 100 et 50 uM (Tableau 1). Le 
ligand L3, qui a la meme structure coeur que LI, mais qui presente une sequence en acides 
amines differente inhibe fortement l'expression de CD95 induite par CD40L de 100 a 25 
UM. Le ligand L2,.qui correspond a la structure coeur des Iigands LI et L3, n'a aucun effet 
sur l'expression de CD95. Le ligand L7, constitud d'une structure coeur branchee portant 
la meme sequence peptidique que L3, n'a aucun effet sur l'expression de CD95 induite 
par CD40L Par contre, le ligand L4, a structure coeur cyclique portant 3 exemplaires de la 
sequence peptidique mimant l'interface CD40-CD40L, inhibe l'expression de CD95 
induite par CD40L pour une ganune de concentrations allant de 50 a 0,5 uM. Son activity 
est done environ 10 fois plus importante que le ligand lineaire qui presente le meme 
peptide (L3). II est int6ressant de noter que l'inhibition maximale est obtenue pour une 
concentration de 10 uM, la concentration de 50 uM induisant une mortalite cellulaire 
importante (cf. partie 2). Le ligand L4 bis qui est constitud de la meme molecule coeur 
mais qui ne porte que 2 exemplaires de la sequence peptidique mimant l'interface CD40- 
CD40L n'inhibe que tres faiblement l'expression de CD95 induite par CD40L. 



Tableau I 

% ({'inhibition de l'expression de CD95 induite par CD40L 
aprfcs traitement avec 





LI 


L2 


L3 


L4 


L4bis 


L7 


100 mm 


60 


0 


60 








50 uM 


43 


0 


62 


22 


13 


0 


25 uM 


0 


0 


25 








10 uM 






13 


40 






5uM 






0 


36 


8 


0 


0,5 uM 








19 


0 


0 



2- Induction de l'apoptose des Iymphomes B par CD40L 

Certains Iymphomes B entrent en apoptose lors du pontage de leur molecule CD40 
par un anticorps anti-CD40 ou par du CD40L soluble de maniere independante de la 
molecule CD95. Cette induction d'apoptose se traduit par une diminution de proliferation 
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mesuree par V incorporation de thymidine tritiee. Les ligands agonistes de CD40 vont 
induire une augmentation de Papoptose et par consequent une diminution de 
T incorporation de thymidine triti6e. 

Mode operatoire 

Les cellules du lymphome de Burkitt BL41 (4.10 5 /mL) sont cultiv6es en presence 
des differents ligands a la concentration d6siree. Aprfes 24h, les cellules sont soit 
incubees pendant 8h avec de la thymidine tritiee (l^ci/puits) pour mesurer la 
proliferation soit marquees avec de l'Annexine V FITC et de l'iodure de propidium 
pour evaluer le pourcentage de cellules apoptotiques en cytometric de Flux. 

Resultats 

Le ligand L4 (coeur a structure cyclique + 3 exemplaires de la sequence peptidique 
mimant Tinterface CD40-CD40L) tout comme la molecule CD40L soluble inhibe tres 
fortement la proliferation des cellules BL41. Par contre le ligand L7 (coeur a structure 
branchee portant la meme sequence peptidique que L4) et ses derives L7-1, L7-2 et L7- 
3 n'ont que peu ou pas d'effet sur la proliferation des cellules BL41 (Figure 4A). 

Cette inhibition de proliferation s'accompagne pour le ligand L4 d'une forte 
augmentation de l'apoptose alors que le ligand L4bis (structure coeur cyclique + 2 
exemplaires de la sequence peptidique) induit une trds faible apoptose. Le ligand L8 
constitue de la structure coeur seule ou le ligand LI 1 constitue de la sequence peptidique 
seule n'ont aucun effet sur la mort par apoptose des cellules BL41 (Figure 4B). 

Le ligand L9 qui est constitue d'une structure coeur cyclique differente de celle du 
ligand L4 portant 3 exemplaires de la meme sequence peptidique induit aussi fortement 
Tapoptose de BL41 (Figure 4B). 

En conclusion, les ligands L4 et L9 ont une activite agoniste et miment CD40L. 

B) ETUDE DE L'INTERACTION ENTRE LE CD40 ET LE CD40L ET 
LES LIGANDS LI k L12 : 

Principe de la methode 

Le Biacore3000 est un appareil qui permet 1' etude des interactions entre deux 
molecules, base sur la resonance plasmonique de surface. II permet de mesurer en temps 
reel, et done de suivre les cinetiques d'interaction (association et dissociation) d'un 
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analyte (qui se trouve dans une solution inject6e) et d'un ligand (immobilise sur une 
micropuce supportant la mesure). Les mesures cindtiques k differentes concentrations 
d'analyte permettent de calculer les constantes d'affinites de Finteraction entre le ligand 
et les analytes. La micropuce contient quatre cellules de mesure differentes, ce qui permet 
de comparer directement une cellule de reference sur laquelle une proteine non-pertinente 
(proteine qui n'a aucune affinite avec le ligand Studie), mais proche du ligand est 
immobilisee avec la cellule sur laquelle le ligand est immobilise. 

Mode operatoire 

Sur une micropuce ont 6t6 immobilises des anticorps de lapin diriges contre la 
partie constante d'immunoglobulines de souris. Dans la cellule de reference on 
immobilise avec un flux de 5 jxL/min durant 2 minutes un anticorps monoclonal de 
souris d'isotype IgG2a (LG1 12) a 40 nM ; dans la cellule du ligand on immobilise dans 
les memes conditions le CD40 recombinant associe a la partie constante de la chaine 
lourde d'IgG2a de souris (human CD40 mulg fusion protein, ANCELL Corporation, 
Bayport, MN). 

Sur les deux cellules (reference et ligand) sont ensuite injectes, comme analyte, le 
CD40L (human CD 154 muCD8 fusion protein, ANCELL Corporation) a differentes 
concentrations ou le CD40L a une concentration de 1 jaM ou de 125 nM, en presence de 
differents concentrations de ligands. Le flux en presence des analytes est de 10 piL/min 
pendant 5 minutes pour 6tudier Tassociation et, en absence d'analytes, les conditions 
sont les memes pour etudier la dissociation. 

Afin de regenerer les cellules (c'est-i-dire enlever.toutes les proteines adsorbees 
de maniere non covalente), une solution de 10 mM de HCJ est injectee k 5 fiL/min 
durant 1 minute. Les cellules sont ensuite pretes pour une nouvelle analyse. 



Afin d'&udier la constante d 5 affinite du CD40L pour le CD40, on utilise 4 
concentrations de CD40L de 62,5 jusqu'& 500 nM. La constante d'equilibre est calculee a 
54 nM. 

Pour etudier l'association avec LI, Tanalyte 6tait constitue de CD40L a l^iM et de 
LI a 50 ^iM. Bien qu'une inhibition soit observee durant les premieres secondes de 
Tinteraction, elle disparait au cours des cinq minutes d 5 association, rendant impossible 
le calcul de la constante d'equilibre de LI. Celle-ci est done plus grande que 50 jaM. 



Resultats 
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L'association de L3 fut 6tudi.ee en presence de 125 nM de CD40L. L'analyse 
cinetique en presence de 2,5 jiM de L3 a donne une constante d'6quilibre pour L3 de 10 



L'association de L4, de L7 (et de ses derives), de L8, de L9 de LI 1 et de LI 2 a ete 
etudiee en presence de lOOnM de CD40L. Seules les molecules L4 et L9 se fixent sur 
CD40 et deplacent CD40L. L' analyse cinetique en presence de 40 et 80nM de L4 
donnait une constante d'equilibre pour L4 de 180nM. Le ligand L4 inhibait 50% de la 
fixation de CD40L (IC50) a 80 nM. Le ligand L9, teste dans les memes conditions, a 
une IC50 qui est inferieure a 50nM, sa constante d'equilibre est done inferieure a celle 
de L4. II est interessant de remarquer que la molecule qui est une version lineaire de L9 
ne se fixe pas k CD40. Ces resultats suggerent que la conception de ligand actifs de 
CD40 necessite l'utilisation d'une molecule cceur (A dans la formule generate : A-X n ) 
suffisamment rigide et de sym6trie C3. 

II - TESTS DES LIGANDS DANS DES MODELES IN VITRO : 

Les cellules dendritiques immatures, differenci6es in vitro a partir de monocytes 
humains, sont tres sensibles au CD40L qui induit leur maturation. Cette maturation 
s f accompagne (i) de profonds remaniements ph6notypiques, (ii) d*une secretion de 
cytokines et de chimiokines, (iii) d ! une resistance a Tapoptose mediee par le CD95 
(Koppi et al., 1997 ; Bjorck et al., 1997), (iv) d'une longdvite accrue des cellules 
dendritiques (Miga et al., 1997) et (v) d'une capacity nettement accrue des cellules 
dendritiques matures a stimuler des lymphocytes T allogenic^ues. On 6tudie Teffet de 
ces ligands sur les CDs. On etudie en premier lieu, par cytometric en flux, la capacite 
des ligands agonistes potentiels a modifier le phenotype des CDs immatures. On 
poursuit cette etude en cherchant a mettre en evidence, a l'aide de tests ELISA, le 
declenchement par les ligands agonistes d'une s6cr6tion de cytokines. Enfin, cette 
recherche est compldtee par l'etude de la capacity des CDs, preincubees en presence des 
molecules agonistes, a stimuler des cellules T allogeniques. L'effet des ligands 
antagonistes est evalue par la mesure de la diminution des variations, normalement 
induites par le CD40L, observee en preincubant les CDs en presence des molecules 
antagonistes. L'effet des ligands peut aussi etre testd (i) sur la commutation de classes 
des lymphocytes B, qui peut etre mimee in vitro par activation de cellules B des 
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amygdales par CD40 en presence de cytokines, et (ii) sur la differenciation des 
lymphocytes T cytotoxiques qui peut etre mimee par une co-incubation de cellules 
dendritiques activees par CD40 et des cellules T pr£-cytotoxiques. 

Ill - TESTS DES LIGANDS DANS DES MODELES IN VIVO : 

Les ligands L4 et L9 s'etant reveles agonistes, ils represented des touches 
interessantes pour tester Teffet therapeutique de nos molecules. Le lupus erythemateux 
dissemin6 est une maladie auto-immune systemique dans laquelle l'importance de 
l'interaction CD40-CD40L est bien documentee. Le traitement de souris lupiques par des 
anticorps ani-CD40 agonistes accelere fortement la maladie lupique. Pour tester 1'efFet in 
vivo des differents ligands, nous les avons inject6s k des souris qui developpent 
spontanement une maladie lupique presentant des symptomes proches du lupus 
Erythemateux dissemine humain. Nous avons 6tudie 1'effet des ligands sur le 
dSveloppement de la maladie. 

Mode op6ratoire 

Des souris MRL- //7r (Koopman et aL, 1988) pre-autoimmunes (ag6es de 5 semaines) 
sont injectees par voie intraveineuse avec 100 |iL par souris de PBS contenant ou non 100 
\ig de ligand L4. L'injection est repetee 2 fois a 2 semaines d'intervalle. Le serum de ces 
souris est pr61eve regulierement par saignee r6tro-orbitale. Le ddveloppement de la 
maladie lupique est suivi par une mesure de la prot&nurie dans les urines, de la presence 
d'anticorps anti-ADN dans le serum par un test ELISA et de la survie des souris. Ces 
deux marqueurs sont caracteristiques du developpement de la, maladie lupique chez les 
souris MRL- /pr . 

Resultats 

Les souris traitees par le ligand L4 meurent significativement (p= 0,0101) plus 
vite que les souris traitees par du PBS (Figure 5A). Cette acceleration de la mortalite 
s'accompagne d'une apparition plus precoce des anti-ADN dans le serum (Figure 5B) et 
de la proteinuric dans les urines (Figure 5C), montrant que la mortalite est sans doute 
due a une acceleration de la maladie lupique. Ces resultats montrent clairement que le 
ligand L4 a un effet agoniste in vivo. 
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REVINDICATIONS 

1. Molecule multimerique, caracterisee en ce qu'elle repond k la formule 
generate suivante : 

A-X n 

dans laquelle : 

- n est 6gal a 3, 4, 5 ou 6, 

- A est un groupe chimique, fonctionnalisS par au moins trois fonctions amines 
ou fonctions COOH ou fonctions SH ou fonctions S-Npys (S-nitro-pyridinesulf6nyle) 
ou fonctions S-Pys (S-pyridinesulfenyle), et est notamment different d'une proteine, 

- X repr6sente un groupe -D, -B-D ou -B(D)-D', dans lequel : 

* B est un bras espaceur, 

* -D et -D' representent des peptides ou pseudopep tides correspondant a une 
sequence derivee d'un ligand, choisie parmi les residus formant I'interface avec le 
recepteur du ligand, laquelle sequence est susceptible d'interagir avec le r6cepteur, ledit 
ligand etant choisi parmi les ligands de recepteurs de la superfamille du TNF, et 
notamment parmi les ligands suivants : EDA, CD40L, FasL, OX40L, AITRL, CD30L, 
VEGI, LIGHT, 4-1BBL, CD27L, LTa, TNF, LTp, TWEAK, APRIL, BLYS, RANKL 
et TRAIL 

2. Molecule selon la revendication 1, caracterisee en ce que -D et -D' 
representent des peptides derives du ligand du recepteur CD40 humain ou murin 
(CD40L), lesdits peptides appartenant a la sequence primaire du ligand CD40L de 
CD40 et dont le nombre d'acides amines est compris entre 3 et 10. 

3. Molecule selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les peptides 
derives du ligand du recepteur CD40 humain ou murin (CD40L) sont choisis parmi les 
suivants : 

Lys ,43 -Gly-Tyr 145 , Tyr ,45 -Gly-Lys 143 , Lys 143 -Gly-Tyr-Tyr i46 , 

Tyr ,46 -Tyr-Gly-Lys 143 , 

Lys-Pro-Arg, H-Lys-vj/(CH 2 NH)Pro-Arg, 
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Arg 2UU -Phe-Glu-Arg-Ile-Leu-Leu-Arg 207 , 

Arg 207 .Leu-Leu-Ile-Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 

Arg^^Phe-Glu-Arg-Ile 204 , Ile 204 -Arg-Glu-Phe-Arg 20 °, 

Arg 203 -Ile-Leu-Leu-Arg 207 , Arg 207 -Leu-Leu-Ile-Arg 203 , 

Cys 218 -Gly-GIn-Gln-Ser-Ile 223 9 Ile 223 -Ser.Gln.Gin-Gly-Cys 218 , 

Gly 200 -Ser-Glu-Arg-Ile.Leu-Leu-Lys 207 , 

Lys 207 -Leu-Leu-Ue-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Gly^-Ser-Giu-Arg-Ile 204 , Ile 204 -Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Arg 203 .Ile-Leu-Leu.Lys 207 ,Lys 207 -Leu-Leu-Ile-Arg 203 , 

Cys 218 -Glu-Gln-Gln-Ser-Val 223 , Val 223 -Ser-Gln-Gln-Glu-Cys 218 , 
ou parmi des peptides hy brides constituSs d'au moins deux acides amines 
cons^cutifs de deux des sequences d^finies ci-dessus, notamment les peptides de 
sequences Arg 203 -Ile 204 -Tyr ,45 .Tyr ,46 ou Arg^-Ile^-Tyr^^Tyr^^Gly^-Lys 143 , 
ou parmi des fragments des sequences susmentionnees, 
les acides amines pouvant etre indifferemment de configuration L ou D. 

4. Molecule multimerique selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que A prSsente une sym^trie C3. 

5. Molecule multimerique selon Tune des revendications 1 k 4, caracterisee en 
ce que : 

• soit A est un radical branch^ de symdtrie C3 de formule gdnerale suivante : 



dans laquelle : 

* metm' sont des nombres entiers compris de 1 a 5, 

* V represente un groupe -NH- ou -CO- formant une liaison amide avec X, 

* Z represente un atome d'oxygdne ou un groupe CH 2 , 

* Y represente soit un atome d'azote, soit un groupe R-C- soit un groupe 
R-CONH-C-, dans lesquels R peut etre un groupe alkyle avec 1 a 10 
atomes de carbone, un groupe alkenyle avec 1 a 10 atomes de carbone, 
un groupe alkynyle avec 1 a 10 atomes de carbone, un groupe aryle avec 
5 a 12 atomes de carbone, un groupe aralkyle avec 5 a 14 atomes de 
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carbone ou un groupe h6t6roaryle avec 1 a 10 atomes de carbone, lesdits 
groupes pouvant etre non substitu£s ou substitu^s par 1 jusqu'a 6 
substituants choisis parmi les groupes -COOH, -NH 2 , -CONH 2 ou 
alkoxy, 



soit A est un radical C3 cyclique repondant a Tune des formules generates 



suivantes : 



H ^ b 





la 



O.v ^NH HN. ^ 




H \ j? H / 



V 

H-N 
O 

K > 





N O 



N-H 



II 





f 




IV 



VI 




VIb vie vid 



dans lesquelles : 

* Ra represente soit un groupe -NH- soit un groupe -CO- formant une 
liaison amide avec X, 

* R b represente la chaine laterale d'un acide amine proteinogenique, 

* p est un nombre entier compris de 1 a 4, 

* q est un nombre entier compris de 0 a 4, 

• soit A est un radical branche non symetrique repondant aux formules 
generates suivantes : 




dans lesquelles : 

* k represente 3, 4, 5 ou 6, 

* R 1 represente soit un atome d'hydrogene, soit un residu d'acide amine 
choisi parmi les acides amines proteinogeniques, soit un groupement 
RCO-, ROCO- ou RNHCO-, R etant tel que defini ci-dessus, 
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* R 2 represente soit un groupe -NH2, soit un groupe -NHR, soit un residu 
d'acide amine choisi parmi les acides amines proteinogeniques, R 6tant 
tel que ctefini ci-dessus, 
- B r^pond k l'une des formules g£n£rales suivantes : 



dans lesquelles : R 

* Y represente une chaine alkyle C1-C10 ou un groupement alkynyle ou 
alkenyle ou aryle ou aralkyle ou heteroaryle, 

* R 3 represente soit un groupe -NH- lorsque VouRa est un groupe -CO-, soit 
un groupe -CO- lorsque V ou R a est un groupe -NH-, 

* R 4 et R 5 represented independarnment Tun de Pautre un groupe -CO- ou un 
groupe -NH-, 

- -D et -D' sont des peptides ou pseudopeptides tels que definis dans la 
revendication 1 ou 2. 

6. Molecule selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que A 
repond a Tune des formules suivantes : 




ou 






OC 




HN 



.NH 



HN 



.NH 



dans lesquelles i represente un nombre entier sup^rieur ou egal a 1 . 
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7. Molecule selon Tune des revendications 1 a 6, de formule suivante 



H-Lys-GIy-Tyr-Tyr 



NH 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



/ 



O s Q 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr — £j 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr. 



H-Lys-GIy-Tyr-Tyr., 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



H-Lys-Gry-Tyr-Tyr" 



H-Lys-Gly 



-Tyr-Tyr \ / 5 I 

\ r „ 

°Y NH HN y^ NH '^r fi " Tyr - 




Tyr-Gly-Lys-H 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— NH O 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr- NH 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr' 
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H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr' 




H-Lys-G!y-Tyr-Tyr 



,NH 



H 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyi"- N 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— NH 




NH 

O 



8. Composition pharmaceutique caracterisee en ce quelle comprend, a titre de 
substance active une molecule multimerique selon Tune des revendications 1 k 7, en 
association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable. 



9. Composition vaccinale, caracterisee en ce qu'elle comprend, k titre de 
substance active une molecule multimerique selon Tune des revendications 1 a 7, en 
association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 



10. Utilisation de molecules multimeriques selon Tune des revendications 1 a 7, 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant 
P inhibition ou P activation de la reponse immunitaire. 
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11. Utilisation selon la revendication 10, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant Pinhibition de la reponse immunitaire, 
telles que les rejets de greffes ou les maladies auto-immunes. 

12. Utilisation selon la revendication 10, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant V augmentation de la reponse 
immunitaire, telles que les cancers ou les infections parasitaires, bacteriennes ou virales. 

13. Procede de preparation sur support solide d'une molecule multimerique, 
selon Tune des revendications 1 a 7, dans laquelle A est un radical C3 cyclique et 
repond a Tune des formules la, lb, II, VIb, Vic ou VId telles que d6finies dans la 
revendication 5, ledit procede etant caracteris£ en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- la formation d'un precurseur lin^aire de A, lequel precurseur est constitue d'un 
enchainement d'acides amines formant une chaine peptidique en croissance, synthdtisee 
par des cycles successifs de couplage entre des residus d'acides amines N-prot6ges, 
dont trois portent un groupe Ra de type amine, et la fonction amine de la chaine 
peptidique en croissance, et de deprotection, le premier r6sidu d'acide amine etant 
accroch6 sur un support solide, 

- la cyclisation du precurseur lineaire de A protege susmentionne, 

- le clivage des susdits groupes protecteurs, pour liberer les susdites fonctions 
amines protegees, 

- le couplage des trois fonctions amines liber6es ayec un bras espaceur B 



- la deprotection du bras espaceur B et le couplage des fonctions amines liberees 
du bras espaceur B, avec un peptide D deja forme ou forme in situ par l'assemblage 
sequentiel des residus d'acides amines correspondant au peptide D, et 

- le clivage de la molecule du support solide, apres la suppression de tous les 
groupements protecteurs presents sur les chaines lat£rales fonctionnalisees du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multimerique telle que d^finie dans Tune des 
revendications 1 a 7. 



N-prot6g6, 
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14. Procede de preparation en solution d'une molecule multimerique, selon 
Tune des revendications 1 k 7, dans laquelle A est un radical C3 cyclique et repond a 
l'une des formules la, lb, II, VIb, Vic ou VId telles que definies dans la revendication 5, 



- la formation d'un precurseur lineaire de A, lequel precurseur est constitue d'un 
enchainement decides amines formant une chaine peptidique en croissance, synthetisee 
par des cycles successifs de couplage entre des residus d' acides amines N-proteg6s, 
dont trois portent un groupe de type amine, et la fonction amine de la chaine 
peptidique en croissance, et de deprotection, 

- la cyclisation du precurseur lineaire de A protege susmentionn6, 

- le clivage des susdits groupes protecteurs, pour lib6rer les susdites fonctions 
amines protegees, 

- le couplage des trois fonctions amines liberees avec un peptide -D-B 
correspondant a un bras espaceur B lie k un peptide D protege, 

- la deprotection des groupements protecteurs presents sur le peptide D, afin 
d'obtenir la molecule multimerique telle que definie dans Tune des revendications 1 k 7. 

15. Procede de preparation d'une molecule multimerique selon Tune des 
revendications 1 k 7, dans laquelle A est un radical C 3 branch^ et repond a Tune des 
formules IV, V, VI ou Via telles que definies dans la revendication 5, ledit procede 
6tant caract£ris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- le couplage des trois fonctions amines du radical A de formule IV, V, VI ou 
Via avec un bras espaceur B protege, 

- la deprotection du bras espaceur B, , 

- 1'assemblage du bras espaceur B deprotege avec des acides amines proteges 
entrant dans la constitution d'un peptide D, par des cycles successifs de couplage, de 
purification et de deprotection des acides amines susmentionnes, 

- la deprotection du dernier acide amine entrant dans la constitution du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multimerique telle que definie dans Tune des 
revendications 1 a 7. 



ledit procede etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 



16. Procede de preparation sur support solide d'une molecule multimerique 
selon l'une des revendications 1 a 7, dans laquelle A est un radical branche non 
symetrique repondant a l'une des formules VII ou VIII telles que definies dans la 
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revendication 5, ledit precede etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- le greffage d'une lysine sur un support soUde, chacune des deux fonctions 
amines de la lysine, respectivement en position a et e, etant protegee respectivement par 
des groupes protecteurs diff&rents et orthogonaux, 

- Pallongement de la chaine peptidique formee a partir de la lysine, a la longueur 
desiree, par couplages et ddprotections successifs 

* soit uniquement des fonctions amines en position a afin d'obtenir le 
radical A de formule VII, avec des fonctions amines protegees en 
position e, 

* soit uniquement des fonctions amines en position e afin d'obtenir le 
radical A de formule VIII, avec des fonctions amines protegees en 
position a, 

- le couplage des fonctions amines deprotegees en position e dans le radical A de 
formule VII ou en position a dans le radical A de formule Vm, avec un bras B protege, 

- l'assemblage du bras espaceur B deprotege avec un peptide D deja form6 ou 
forme in situ par l'assemblage sequentiel des residus d'acides amines correspondant au 
peptide D, et 

- le clivage de la molecule ainsi obtenue du support solide, apres la suppression 
de tous les groupements protecteurs presents sur les chaines laterales fonctionnalisees 
du peptide D. 
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Structure mimant la surface de CD40 




FIGURE 2 
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FIGURE 3C 
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FIGURE 3D 
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